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Les protéines du complexe exon-jonction (EJC) régalent l'épissage 
alternatif du transcrit Bcl-x, ainsi que d'autres transcrits reliés au 
contrôle de l'apoptose et du cycle cellulaire 
L'épissage alternatif du transcrit Bcl-x constitue un événement déterminant pour les choix de vie 
ou de mort cellulaire en réponse aux stimuli internes ou externes. Les décisions d'épissage 
s'opérant sur Bcl-x aboutissent à la production de deux transcrits majeurs, par utilisation de sites 
d'épissage 5' en compétition définissant l'exon 2. L'isoforme la plus longue, BCI-Xl, possède une 
activité anti-apopotique, alors que Bcl-xs, amputé des 189 derniers nucléotides de cet exon, 
présente un potentiel pro-apoptotique. La fonction capitale de ces isoformes antagonistes 
justifie l'étroite régulation conditionnant leur expression. 
L'objectif premier de ces travaux de thèse a consisté à identifier des régulateurs protéiques de 
l'épissage alternatif de Bcl-x, afin d'étoffer notre compréhension de cette régulation. L'utilisation 
d'un criblage à l'ARN interférence a mené à l'implication de plusieurs protéines du complexe 
exon-jonction (EJC) dans la régulation de cet événement d'épissage. Leur déplétion favorise 
l'épissage vers une production accrue de l'isoforme pro-apoptotique, corrélée à l'enclenchement 
de la mort cellulaire programmée. A la différence de leur fonction première au sein de l'EJC, les 
protéines formant le cœur de l'EJC, soit elF4A3, Y14 et Magoh, ainsi que les composants s'y 
associant (RNPS1, SAP18 et Acinus), influencent les décisions d'épissage prises sur le pré-ARNm 
Bcl-x, indépendamment des fonctions d'export ou d'initiation du nonsense-mediated decay 
(NMD) communément associées à l'EJC. Une interaction sur le transcrit est d'ailleurs retrouvée 
pour la majorité de ces protéines, dans des extraits cellulaires totaux ainsi qu'in vitro. 
L'investigation des mécanismes moléculaires à l'origine de cette régulation révèlent que les 
éléments cis impliqués sont distincts, la fonction et la liaison des protéines elF4A3, Y14 et Magoh 
étant assurée par un élément B2E, situé en aval du site d'épissage xs, alors que la protéine RNPS1 
agirait en liant la portion centrale de l'élément SB1, en amont du site d'épissage xs. Par ailleurs, 
l'analyse en RT-PCR conduite à moyen débit sur des cellules ayant subi une déplétion de ces 
facteurs de l'EJC met en évidence des altérations de profils d'épissage concernant une dizaine de 
transcrits dont la fonction est associée au processus apoptotique. Le premier chapitre de cette 
thèse relate l'ensemble de ces observations et propose que certains facteurs de l'EJC 
assureraient une fonction régulatrice sur l'épissage de transcrits participant à l'échafaudage de 
l'apoptose. 
La deuxième partie de ces travaux relate les perturbations du cycle cellulaire engendrées par la 
déplétion de l'ARN hélicase elF4A3, se traduisant notamment par une accumulation de 
dommage à l'ADN, ainsi que des défauts de formation de fuseau mitotique. L'analyse en RT-PCR 
du profil d'épissage de 192 transcrits dont l'ontologie est reliée à la progression du cycle 
cellulaire met en évidence des variations de l'expression des isoformes produites à partir de 
plusieurs de ces transcrits, incluant en particulier CDC25B, encodant une phosphatase dont 
l'activité est cruciale durant la transition G2/M. Les altérations de profil d'épissage retrouvées 
pour HDAC3, une histone déacétylase, et FOXM1, un facteur de transcription régulant de 
nombreux gènes du cycle cellulaire, pourraient expliquer en partie comment des dommages à 
l'ADN induisent potentiellement un blocage subséquent en mitose, menant à un processus 
connu sous le terme de catastrophe mitotique. 
Mes travaux de thèse suggèrent que plusieurs composants de l'EJC incluant particulièrement la 
protéine elF4A3 auraient diversifié leur fonction vers la régulation d'événements d'épissage 
assurant la coordination entre la progression du cycle cellulaire et la survie. De ce fait, une 
diminution du niveau intracellulaire de ces facteurs enclenche des perturbations aboutissant 
ultimement à un arrêt de croissance et la mort cellulaire. 
Mots-dés : épissage alternatif, Bcl-x, EJC, apoptose, elF4A3, cycle cellulaire, catastrophe 
mitotique. 
« Un homme est la somme de ses actes, 
de ce qu'il a fait, de ce qu'il peut faire. Rien d'autre. » 
André Malraux 
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A__ Dynamique de l'épissage alternatif 
1) Nature fondamentale du mécanisme d'épissage alternatif 
L'épissage alternatif est un mécanisme crucial de maturation des ARN pré-messagers synthétisés 
par l'ARN polymérase II qui permet de générer la diversité protéomique, à partir d'un nombre de 
gènes restreint, mais également de conditionner l'expression génique, dans une cellule soumise 
à l'influence de conditions physiologiques auxquelles elle doit s'adapter. Découverte il y a plus de 
trente ans, l'organisation du pré-mRNA sous forme de structures exoniques codantes intercalées 
de portions introniques non codantes qui seront éliminées du transcrit mature a rapidement 
suggéré le processus d'épissage alternatif, confirmé par le fait qu'un même gène encodait des 
formes membranaires et solubles d'anticorps (Alt et al., 1980 ; Early et al., 1980). Nous savons 
aujourd'hui que ce mécanisme, loin d'être sporadique, constitue véritablement une règle quasi-
universelle de régulation de l'expression des gènes multi-exoniques puisqu'il concerne 95 à 98% 
de ces derniers, selon les dernières estimations obtenues par séquençage massif de 
transcriptomes (Pan et al., 2008 ; Wang et al., 2008). Sept isoformes sont en moyenne produites 
par transcrit, dans les cellules humaines, mais ce nombre peut atteindre plusieurs centaines et le 
champion toutes catégories demeure celui largement cité du gène Dscam de la drosophile, avec 
ses 38 016 isoformes. 
La plupart des événements d'épissage affectent directement les séquences codantes, générant 
des isoformes qui aboutissent à la production de protéines amputées de certains domaines 
fonctionnels, leur conférant de nouvelles propriétés. Souvent, les isoformes produites 
présentent des activités antagonistes, mais peuvent présenter des modifications plus subtiles 
telles que des différences de régulation, de localisation subcellulaire ou d'activité enzymatique 
variable. Certains transcrits utilisent l'épissage alternatif pour auto-réguler leurs niveaux 
d'expression, en introduisant des codons prématurés de terminaison (AS-NMD). 
Paradoxalement, la fonction propre à chaque isoforme n'est souvent pas connue. L'un des défis 
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posés par l'épissage alternatif réside d'une part dans l'étude fonctionnelle de ces isoformes et 
d'autre part dans la régulation globale de ce mécanisme à l'échelle d'un tissu ou d'un type 
cellulaire, à un moment déterminé au cours du développement de l'organisme ou dans une 
situation pathologique particulière. 
2) Epissaee constitutif 
a- Réaction d'épissage et assemblage du spliceosome 
La catalyse de la réaction d'épissage s'opère à travers deux réactions successives de trans-
estérification impliquant trois groupements chimiques issus de régions réactives sur le pré-
ARNm. La première réaction consiste en l'attaque nucléophile du groupement 2'-hydroxyle de 
l'adénine hautement conservée du point de branchement intronique sur le site 5' d'épissage. 
Deux entités moléculaires sont ainsi générées : l'exon 5' libéré et le lariat intronique lié au site 3'. 
La deuxième réaction catalytique implique l'attaque du groupement 3'-hydroxyle de l'exon 5' sur 
la liaison phosphodiester du site 3' d'épissage, aboutissant à l'excision de l'intron et la ligation 
concomitante des exons (Sharp, 1986). Les régions réactives sont définies par de courtes 
séquences consensus très faiblement conservées chez les métazoaires et reconnues par les 
snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins) ou des facteurs auxiliaires durant l'épissage (Black et 
al., 1985 ; Chabot et al., 1985). Ces particules snRNP Ul, U2, U4/U6 et U5 sont très abondantes 
dans la cellule et possèdent une composante protéique constituée de 5 à 9 polypeptides ainsi 
qu'une ou deux courtes séquences d'ARN permettant leur appariement sur les séquences du 
pré-ARNm (Lerner and Steitz, 1979 ; Lerner et al., 1980). Les snRNPs Ul, U2, U4 et U5 
comprennent également sept protéines Sm impliquées dans leur biogénèse et leur transport. 
L'assemblage du spliceosome (Fig. 1) (voir Green, 1986; Wahl et al., 2009, pour revues 
générales) est initié par la reconnaissance du site 5' par le snRNP Ul, par un appariement de 
bases ATP-indépendant entre le snRNA et le site d'épissage constitué d'un dinucléotide GU. Cet 
assemblage précoce du complexe spliceosomal E implique également la liaison des protéines 
auxiliaires SF1 et U2AF65 sur le point de branchement et la séquence polypyrimidique située 
immédiatement en amont du site 3', respectivement. U2AF35 lie de plus directement le 
dinucléotide AG au site 3'. La liaison ATP-dépendante du snRNP U2 sur l'adénine hautement 
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conservée du point de branchement amorce la formation du complexe A, en déplaçant le facteur 
SF1. Cette liaison d'U2 est stabilisée par les protéines SF3a et SF3b. Le recrutement du tri-snRNP 
U4/U6.U5 engage la formation du complexe B, dont l'activation requiert des changements de 
composition et conformation de ses constituants. Le complexe est activé sous sa forme B*, dès 
lors que les snRNPs U1 et U4 auront été déstabilisés et relargués, puis le complexe C actif 
catalyse les deux réactions de transestériflcation successives avant d'être dissocié et recyclé pour 
les rondes d'épissage suivantes . 
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Fie.l : Assemblage du spliceosome et réaction d'épissage. Adapté de Li et al., 2007, 
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b- Spliceosome 
Le spliceosome peut être défini comme un complexe multiprotéique assemblé sur le pré-ARNm 
avant la première réaction catalytique. Les interactions protéiques s'établissant au coeur de ce 
macrocomplexe jouent un rôle fondamental dans le processus d'épissage subséquent, plus 
particulièrement lorsque des sites alternatifs entrent en compétition. Les analyses de 
spectrométrie de masse de complexes spliceosomaux purifiés, conduites dans les dix dernières 
années, ont fourni des indications détaillées sur la composition de ces complexes, à différentes 
étapes d'assemblage. Avant l'association des snRNPs et facteurs d'épissage sur le transcrit, le 
pré-ARNm est lié par des protéines hnRNPs, formant un complexe ribonudéoprotéique noté H, 
composé d'environ 70 protéines (Hartmuth et al., 2002). De façon globale, l'analyse de 
populations mixtes de différents complexes spliceosomaux assemblés sur un transcrit 
radiomarqué et biotinylé indiquait initialement que 150 à 300 protéines étaient co-purifiées 
(Zhou et al., 2002 ; Rappsilber et al., 2002). La purification plus précise de spliceosomes formés à 
différentes étapes indique qu'environ 125 protéines sont associées aux différents complexes 
individuels A, B et C et révèle des remaniements importants dans cette composition protéique 
durant la transition d'un complexe à l'autre (lire Wahl et al., 2009, pour revue). Bien que la 
majorité des protéines caractérisées possèdent un rôle clairement relié à la réaction d'épissage 
(à savoir hélicases, ATPases, RNase etc), bon nombre d'entre elles sont impliquées dans le 
couplage avec d'autres étapes de maturation, telles que la transcription, la polyadénylation ou le 
contrôle-qualité s'opérant sur l'ARNm mature (Maniatis and Reed, 2002). 
c- La définition des exons 
Les sites d'épissage étant constitués de courtes séquences « noyées » dans une mer 
nucléotidique, le spliceosome doit assurer leur reconnaissance afin d'éviter des erreurs dont les 
conséquences pourraient s'avérer délétères pour la production de protéines essentielles à la 
cellule. La longueur moyenne d'un exon avoisine les 150 pb intercalées de séquences introniques 
souvent très longues (3500 pb en moyenne et pouvant atteindre 500 kb), et les séquences 
reconnues par le spliceosome sont de plus très souvent dégénérées. D'où la nécessité de 
disposer d'informations supplémentaires sur le pré-ARNm permettant de définir les exons. Les 
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protéines SR, en liant des séquences exoniques c/s sur le transcrit, favorisent la liaison des 
snRNPs U1 et U2 au site 5' et au point de branchement, respectivement, par le biais 
d'interactions protéiques qui s'étendent à travers l'exon et impliquent également la liaison des 
facteurs U2AF et SRSF2 au site 3' et SRSF1 au site 5' d'épissage. Ainsi, ce complexe de 
reconnaissance des exons permet la spécification des exons sur les longs ARN pré-messagers 
(Robberson et al., 1990 ; Berget, 1995 pour revue). 
3) Epissaee alternatif 
a- Les différents modes d'épissage alternatif 
Chez les métazoaires, l'épissage d'un transcrit multiexonique aboutit généralement à la 
production de plusieurs isoformes, contribuant ainsi à la diversité du protéome. Celle-ci ne peut 
être expliquée par l'épissage constitutif de tous les exons constituant le pré-ARNm qui ne 
générerait qu'un seul transcrit mature. Bien que la plupart des exons soient épissés 
constitutivement, et donc toujours inclus, de nombreux autres exons sont sujets à un épissage 
régulé conditionnant leur inclusion ou exclusion en réponse à des stimuli intra/extracellulaires. 
Cet épissage alternatif engendre différentes combinaisons exoniques à partir d'un même 
transcrit de départ, selon des schémas variés (Fig. 2). 
Le cas le plus simple et le plus fréquent est représenté par le mode « exon cassette », incluant ou 
excluant un exon spécifique en fonction du contexte cellulaire. Plusieurs exons cassettes peuvent 
d'autre part adopter un mode d'exclusion mutuelle, situation dans laquelle l'inclusion d'un exon 
inhibe nécessairement celle d'un autre exon, automatiquement exclu. On parle là d'exons 
« mutuellement exclusifs ». Un troisième exemple repose sur l'utilisation de sites donneurs ou 
accepteurs d'épissage dont la compétition altère la taille d'un exon, l'augmentant par utilisation 
d'un site proximal ou la raccourcissant lorsqu'un site distal est sélectionné. Enfin, la « rétention 
d'intron », cas dans lequel un intron ou un fragment intronique peut être reconnu comme un 
exon et inclu dans le transcrit mature, constitue un dernier mode d'épissage. Il faut mentionner 
que des promoteurs ou des sites de polyadénylation alternatifs sont parfois considérés comme 
des variantes additionnelles de l'épissage alternatif. Ces deux modes modifient l'inclusion 
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d'exons en 5' ou 3'. Cependant, il faut garder à l'esprit que la polyadénylation alternative est 
certes régulée de façon similaire à l'épissage, mais que l'utilisation d'un promoteur alternatif fait 
l'objet d'une régulation transcriptionnelle (Black, 2003, pour revue). 
Promoteurs alternatifs 
Sites 5' alternatifs 
Exon cassette 
Sites polyA alternatifs 
Pcrfy-A 
Sites 3' alternatifs 
Exons mutuellement exclusifs 
Rétention d'intron 
Fie.2 : Différents modes d'épissage alternatif. Adapté de Li et al., 2007. 
b- Motifs cis régulateurs 
le génome humain comprend 20 à 25000 gènes constitués de 8 à 10 exons en moyenne, 
intercalés de séquences introniques dont la longueur est 100 à 1000 fois plus importante que 
celle de ces portions codantes retenues dans les transcrits matures. L'information cis 
élémentaire apportée par les sites 5' et 3' d'épissage ainsi que les points de branchement n'est 
pas suffisante pour assurer une discrimination efficace des exons constitutifs versus alternatifs, 
même lorsque ces sites d'épissage sont définis comme « forts » selon les séquences consensus 
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connues. En effet, de nombreux exons bordés de sites forts ne sont pas épissés et méritent 
l'appellation de « pseudo-exons » (Matlin et al., 2005, pour revue). Les analyses 
transcriptomiques globales générées par favènement de la bioinformatique ont mis en évidence 
un enrichissement en séquences exoniques régulatrices (ESRs) permettant de distinguer les 
exons réels des pseudo-exons, (Zhang et Chasin, 2004). Bien que les séquences ESEs (exonic 
splicing enhancers) soient très abondantes dans les exons constitutifs, les deux catégories 
d'éléments, ESEs et ESSs (exonic splicing silencers), sont importantes pour là régulation de 





rooitde Site 3 
branchement 
fie.3 : Motifs cis régulateurs d'épissage et facteurs trans liant ces éléments. Les protéines régulatrices 
d'épissage, SRs et hnRNPs favorisent la reconnaissance des sites d'épissage en liant des séquences cis 
régulatrices, généralement constituées d'hexamères hucléotidiques sur les transcrits. Ces séquences 
peuvent être exoniques (ESE/ESS : exonic splicing enhancer/silencer) ou introniques (ISE/iSS : intronic 
splicing enhancer/silencer). Dans certains cas, ces protéines régulatrices s'associent sous forme de 
complexe régulateur d'épissage. (Adapté de Wang et Cooper, 2006) 
De façon générale, les éléments cis régulateurs d'épissage présentent des propriétés activatrices 
ou répressives sur l'utilisation d'un exon, s'exerçant le plus souvent à travers la liaison de 
protéines régulatrices en trans, appartenant à la famille des protéines SR ou hnRNPs. Ces courtes 
séquences cis, constituées de 4 à 18 nt, sont localisées dans les exons (ESEs/ESSs) et les introns 
(ISEs/ISSs) (Wang et Burge, 2008, pour revue). Il est à noter que la structure secondaire adoptée 
par ces éléments régulateurs influence également la reconnaissance des exons (Hiller et al., 
2007). L'identification de ces motifs par génomique comparative repose sur la pression de 
sélection s'exerçant dans ces régions, celles-ci évoluant à un rythme plus lent, par comparaison à 
7 
des séquences non fonctionnelles. Des séquences hautement conservées dans les régions 
homologues d'espèces divergentes exercent souvent une activité régulatrice (Blanchette et 
Tompa, 2002 ; Yeo et al., 2005 ; Yeo et al., 2007). 
La validation fonctionnelle des motifs identifiés grâce à l'outil bioinformatique passe 
nécessairement par des approches complémentaires d'expérimentation in vitro et in vivo, ayant 
pour but de caractériser les facteurs trans liant ces éléments régulateurs. Les expériences de 
SELEX (systematic évolution of ligands by exponential enrichment) in vitro, ainsi que les 
transfections de minigènes rapporteurs dans des lignées cellulaires permettant de remplacer un 
élément cis d'intérêt, voire d'effectuer une mutagénèse dirigée sur certains nucléotides afin d'en 
évaluer l'impact sur l'épissage, ont grandement contribué à l'identification d'éléments cis et 
trans régulateurs (Liu et al., 1998 ; Wang et al., 2004 entre autres). 
c- Protéines SR 
La famille des protéines SR constitue un groupe de protéines essentiellement nucléaires exerçant 
de multiples fonctions tant au cours de l'épissage constitutif qu'alternatif, ainsi que des fonctions 
reliées à l'export de l'ARN mature, le mécanisme de NMD et la traduction (Huang et Steitz, 2005 ; 
Long et Càceres, 2009, pour revues) . Elles sont caractérisées par une structure modulaire 
organisée sous forme d'un ou deux domaines N-terminal de liaison à l'ARN (RRM) interagissant 
avec le pré-ARNm et d'un domaine C-terminal RS, composé de multiples répétitions 
serine/arginine, qui constitue leur signature prototypique. D'autres facteurs d'épissage intégrant 
ce motif RS mais dont l'organisation diffère sensiblement de ce schéma conventionnel ont été 
regroupés sous le terme d'« SRrp » (SR-related proteins) (Fu, 1995 ; Graveley, 2000). Identifiés 
au début des années 1990, les membres les plus représentatifs de cette classe de protéines 
présentaient la capacité fondamentale de complémentation d'extraits cytoplasmiques S100 de 
cellules HeLa, déficients de la propriété d'épissage, et stimulaient de plus l'épissage alternatif de 
sites 5' et 3' en compétition lorsqu'ajoutés dans un extrait nucléaire de cellules HeLa (Ge et 
Manley, 1990 ; Krainer et al., 1990 ; Fu et Maniatis, 1992 ; Fu et al., 1992). Ces protéines sont 
ASF/SF2 et SC35, récemment renommées SRSFl et SRSF2, dans un souci d'harmonisation et 
d'unification d'une nomenclature initialement diversifiée (Manley et Krainer, 2010). 
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L'observation selon laquelle la déplétion individuelle de protéines SR dans des systèmes 
cellulaires n'a pas d'impact sur la plupart des événements d'épissage constitutifs et alternatifs 
peut, à priori, paraître surprenante, mais révèle par conséquent leur redondance fonctionnelle 
attribuable d'une part à la dégénérescence des séquences ARN reconnues par le/les RRMs et, 
d'autre part à l'interchangeabilité des domaines RS entre différents membres de cette famille de 
protéines (Graveley, 2000, pour revue). 
Les mécanismes de régulation de l'épissage utilisés par les protéines SR sont le plus souvent 
dépendants de leur liaison sur les motifs ESE. L'implication de ces protéines dans la définition des 
exons lors de l'épissage constitutif a brièvement été évoquée précédemment et ne sera plus 
discutée dans cette partie axée sur la régulation de sites 5' ou 3' en compétition. Les études 
conduites in vitro révèlent, de façon générale, que la liaison des protéines SR sur des transcrits 
modèles favorise la sélection de sites d'épissage proximaux (Krainer et al., 1990 ; Fu et al., 1992). 
Deux modèles non exclusifs ont été proposés pour expliquer l'impact fonctionnel de la liaison 
d'une protéine SR sur un ESE. Le premier stipule que cette liaison recrute et stabilise des facteurs 
d'épissage impliqués dans la reconnaissance des sites 5' et 3', ie le snRNP U1 et le complexe 
U2AF, respectivement (Wu et Maniatis, 1993 ; Côté et al., 1999). La liaison des protéines SR peut 
par ailleurs stimuler une communication directe entre les sites 5' et 3', en impliquant 
notamment des co-activateurs d'épissage tels qu'SRml60 (Stark et al., 1998 ; Blencowe et al., 
1998 ; Boukis et al., 2004). Ces mécanismes reposent sur l'implication fondamentale du domaine 
RS dans l'établissement d'interactions protéiques, selon la démonstration initiale de Wu et 
Maniatis (1993). Un modèle alternatif décrit que la liaison de protéines SR peut antagoniser 
l'activité de protéines inhibitrices d'épissage de la famille hnRNP, telles qu'hnRNP Al, en 
interférant avec leur liaison sur des éléments ESSs ou ISSs (Caceres et al., 1994 ; Zhu et al., 2001). 
Bien que les protéines SR aient été majoritairement décrites pour leur fonction activatrice 
d'épissage, certaines d'entre elles peuvent agir comme répresseurs. La liaison d'SRSFl sur un ESE 
exerce un impact négatif sur l'inclusion d'exons alternatifs de transcrits spécifiques, comme celui 
de l'exon 11 du proto-oncogène Ron (Ghigna et al., 2005), soulignant la dualité fonctionnelle de 
cette protéine. Dans un registre différent, SRSF10 (SRp38) n'a que très peu d'effet, basalement, 
sur l'épissage, mais sa déphosphorylation lors de l'entrée en mitose ou en réponse à un choc 
thermique induit son effet répresseur marqué sur l'épissage dans ces conditions (Shin et Manley, 
2002 ; Shin et al., 2004 ; Shin et al., 2005). Cet exemple illustre l'importance cruciale de la 
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phosphorylation du domaine RS, cette modification post-traductionnelle contrôlant l'activité et 
la localisation des protéines SR (Lin et Fu, 2007, pour revue). 
d- Protéines hnRNP 
L'existence des hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) a été initialement évoquée 
dans les années 1960, bien avant la découverte du mécanisme d'épissage. Les travaux de Spirin, 
par une approche de crosslink couplée à la sédimentation sur gradient de chlorure de césium, 
ont mis en évidence l'association de particules RNPs distinctes des complexes ribosomaux 
associés à l'ARN (Spirin et Nemer, 1965). Cette démonstration biochimique corroborait 
parfaitement les observations de chromosomes d'oocytes d'amphibien en écouvillon, en 
microscopie électronique, qui suggéraient que l'ARN est recouvert de structures hnRNPs dès sa 
transcription par l'ARN polymérase II (Gall et Callan, 1962 ; Miller et Bakken, 1972 ; Dreyfuss, 
1986, pour revue). L'immunoprécipitation de complexes hnRNPs avec des anticorps 
monoclonaux dirigés contre ces protéines et leur résolution par électrophorèse bi-
dimensionnelle a démontré que cette famille de protéines, parmi les plus abondantes dans le 
noyau des eucaryotes, comprend une vingtaine de membres, dénommés hnRNP A à hnRNP U, 
dont la taille varie de 34 à 120 kD (Pinol-Roma et al., 1988). Comme les protéines SR, les 
protéines hnRNP présentent une structure modulaire comprenant au minimum un domaine de 
reconnaissance de l'ARN (RBD) et un domaine auxiliaire assurant globalement des interactions 
protéiques mais pouvant également contribuer à la liaison sur le transcrit (Martinez-Contreras et 
al., 2007, pour revue). Bien que le domaine RBD le plus fréquent soit retrouvé sous forme de 
RRM dans la majorité des hnRNPs, certaines de ces protéines utilisent un motif alternatif RGG 
composé de répétitions Arg-Gly-Gly, seul dans le cas d'hnRNP U, ou en combinaison avec un ou 
plusieurs RRMs, comme observé pour hnRNP Al notamment. Le domaine KH assure cette 
fonction pour la protéine hnRNP K ainsi que d'autres membres « hnRNP-like » apparentés à cette 
famille (Michelle et al., pour revue à paraître sous peu, voir annexe). D'autres motifs, tels que 
des domaines de localisation nucléaire (NLS), de rétention nucléaire (NRS) ou d'export (NES), 
sont associés au transit de ces protéines entre le noyau et le cytoplasme, les hnRNPs étant 
impliquées dans des étapes reliées à la biogénèse de l'ARN variées comme la régulation de la 
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transcription, le maintien des télomères, ainsi que le transport, la stabilité et la maturation en 3' 
de l'ARN (Dreyfuss et al., 1993, pour revue). 
Bien que cette règle ne soit pas absolue et dépende notamment de la position du site de liaison 
de ces protéines, le rôle des protéines hnRNP a généralement été mis en évidence dans un 
contexte de répression de l'épissage alternatif. Dans sa forme la plus simple, le mécanisme 
fonctionnel utilisé repose sur l'encombrement stérique généré par la liaison d'une hnRNP à 
proximité des sites s'épissage, empêchant leur interaction avec les composants de la machinerie 
spliceosomale. La protéine PTB (hnRNP I), en liant les répétitions polypyrimidiques situées en 
amont du site 3', entrave la liaison du facteur U2AF à proximité de nombreux exons alternatifs 
(Xue et al., 2009 ; Llorian et al., 2010). La liaison d'hnRNP Al sur des ISSs localisés en amont de 
l'exon 3 du pré-ARNm Tat du HIV contrecarre de la même manière la reconnaissance du point de 
branchement par le snRNP U2 (Tange et al., 2001). Sur un mode similaire, les protéines hnRNP 
peuvent interférer avec la liaison de protéines SR activatrices sur le transcrit, générant ainsi une 
compétition entre régulateurs positifs et négatifs. L'exemple le plus représentatif illustrant ce 
mécanisme est celui d'hnRNP Al favorise l'utilisation du site 5' distal sur le pré-ARNm modèle 
E1A, tandis qu'une concentration dominante d'SRSFl stimule au contraire l'utilisation du site 
proximal (Mayeda et Krainer, 1992). Les variations du ratio SRSFl/hnRNP Al influencent de la 
sorte de nombreux autres événements d'épissage (Caceres et al., 1994). 
Dans les situations où les sites de liaison de protéines hnRNP sont éloignés de centaines de pb 
des jonctions exon-intron ou des sites de fixation de protéines activatrices, des modèles plus 
complexes ont été proposés. Le modèle de « nucléation » suggère que les protéines hnRNP Al et 
PTB peuvent, en se liant sur un site exonique éloigné, favoriser leur oligomérisation et créer une 
zone répressive qui s'étend sur tout l'exon, voire jusqu'à la jonction d'épissage, et empêche la 
liaison de protéines SR ou de composants spliceosomaux (Okunola et Krainer, 2009 ; Spellman et 
Smith, 2006). Une deuxième alternative, largement documentée dans notre laboratoire, repose 
sur le modèle de « looping out » impliquant l'établissement d'interactions protéiques entre des 
protéines hnRNP liant des séquences introniques situées de part et d'autre d'un exon alternatif. 
L'association de ces protéines induit un changement de conformation du pré-ARNm, formant 
une boucle à l'intérieur de laquelle les sites d'épissage d'un exon deviennent inaccessibles au 
spliceosome. Ce mécanisme est utilisé par les protéines hnRNP Al, PTB, hnRNP F et H qui 
peuvent de plus exercer leur action au moyen d'interactions hétérotypiques (Blanchette et 
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Chabot, 1999 ; Sharma et al., 2005 ; Fisette et al., 2010). Par ailleurs, ce modèle de « looping 
out » peut fonctionner sur un mode positif, en rapprochant des sites éloignés pour favoriser 
l'épissage. Les protéines hnRNP A/B et hnRNP F/H stimulent l'épissage constitutif de long 
introns en induisant cette modification de structure secondaire du pré-ARNm (Martinez-
Contreras et al., 2006). Ce mode d'action pourrait être utilisé par d'autres hnRNPs. 
4) Contrôle combinatoire de l'épissage et enjeux actuels 
A l'échelle du transcriptome, la régulation de l'épissage alternatif apparaît comme la résultante 
d'un processus complexe intégrant l'action combinatoire de multiples acteurs protéiques dont le 
jeu dépend non seulement de la position des éléments cis liés sur les transcrits, mais également 
de la compétition inévitable qui s'établit entre régulateurs positifs et négatifs pour un motif 
donné. Comme évoqué dans les paragraphes précédents, l'activité des protéines SR et hnRNP 
peut s'exercer à travers des séquences dégénérées reconnues par ces deux types de facteurs. 
L'encombrement stérique généré par la liaison d'un régulateur négatif sur un élément ESS peut 
également fortement perturber l'association d'un facteur positif sur un élément ESE voisin. 
L'exemple de la compétition entre les protéines SRSF1 et hnRNP Al générant une sélection de 
sites 5' différentielle n'est qu'un exemple parmi tant d'autres illustrant l'importance de la 
balance des niveaux de régulateurs disponibles dans un tissu et à un stade de développement ou 
de différenciation précis. L'analyse transcriptomique de tissus cardiaques murins embryonnaires 
et adultes a identifié 147 événements d'épissage régulés de manière différentielle au cours de 
ces deux stades du développement. Les protéines « hnRNP-like » CELF et MBNL sont impliquées 
dans cette régulation, impliquant un débalancement de leurs niveaux d'expression relatifs. La 
protéine CUGBP1 voit son expression diminuée dans le tissu cardiaque adulte, tandis qu'MBNLl 
est plus exprimée à ce stade par comparaison au tissu embryonnaire. Vingt-quatre événements 
d'épissage parmi les 147 identifiés sont sensibles au ratio d'expression de ces deux facteurs par 
ailleurs impliqués dans les défauts d'épissage observés dans des modèles murins de dystrophie 
myotonique (Kalsotra et al., 2008 ; Lin et al., 2006 ; Koshelev et al., 2010 ; Fugier et al., 2011). 
L'avènement et la diminution du coût des technologies de séquençage massif ont grandement 
contribué à la caractérisation de facteurs d'épissage spécifiques à un tissu, dont l'activité est 
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souvent conditionnée par la position de leurs sites de liaison, relative à la distance les séparant 
des sites d'épissage. Le cerveau est l'organe ayant suscité le plus vif intérêt. La plupart de ces 
régulateurs présentent un effet antagoniste selon leur localisation en 5' ou 3' d'un exon 
alternatif, un effet répresseur étant le plus souvent observé si la liaison se fait en amont de 
l'exon, et activateur, lorsque les sites introniques sont situés en aval de ce même exon. Les 
cartes de liaison des protéines Nova, FOX2, PTB et nPTB, TIA1, hnRNP C et TDP-43 ont ainsi pu 
être établies par analyse en HIT-CLIP (high-throughput sequencing of RNA isolated by 
crosslinking immunoprecipitation) (Ule et al., 2006 ; Licatalosi et al., 2008 ; Yeo et al., 2009 ; Xue 
et al., 2009 ; Llorian et al., 2010 ; Wang et al., 2010 ; Konig et al., 2010 ; Tollervey et al., 2011 ; 
Polymenidou et al., 2011). Des perturbations de niveaux d'expression de certains de ces 
régulateurs histo-spécifiques sont notablement associées aux profils d'épissage aberrants 
retrouvés dans plusieurs maladies neuro-dégénératives et au cours de la progression tumorale. 
La protéine Nova est impliquée dans certains cancers du poumon ou gynécologiques et dans 
l'ataxie paranéoplasique Opsoclonus myoclonus (POMA), une maladie neurologique invalidante, 
l'expression de FOX2 est diminuée dans les cancers de sein et ovariens et des mutations de la 
protéine TDP-43 sont corrélées à la sclérose amyotrophique latérale (ALS) et la démence fronto-
temporale (FTLD) (Buckanovich et al., 1996 ; Jensen et al., 2000 ; Venables et al., 2009 ; Tollervey 
et al., 2011 ; Polymenidou et al., 2011). 
Les variations de profils d'épissage observées entre des types cellulaires distincts résultent en 
grande partie de la stœchiométrie relative des protéines liant l'ARN présentes dans la cellule. 
Chaque type cellulaire dispose d'un pool unique de ces régulateurs dont l'activité combinatoire 
aboutit à des changements d'épissage. La description d'un « code d'épissage » combinant de 
multiples caractéristiques de la séquence ARN proposée récemment par Barash et collaborateurs 
permet de prédire les variations de profils d'épissage histo-spécifiques de milliers d'exons. 
L'application de ce code confirme la position et l'impact d'éléments ris reconnus par les RBP Fox, 
Nova, Mbnll, Cugbpl, Tial, Tiar, PTB, nPTB et Qki, en accord avec les données de HIT-CLIP 
précédemment publiées (Barash et al., 2010). L'objectif ambitieux d'un tel code est d'apporter 
une compréhension globale de la régulation de l'épissage alternatif et d'identifier des exons 
« pathologiques » dont l'inclusion ou l'exclusion serait ultimement associée à des maladies. 
Rappelons que de nombreux profils d'épissage aberrants sont corrélés à différents types de 
cancers exprimant des niveaux variables de protéines régulatrices. Cependant, il est important 
de garder à l'esprit que la transcription et la structure chromatinienne, combinées aux réseaux 
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signalétiques conditionnant les modifications post-traductionnelles de ces facteurs d'épissage 
ajoutent un degré de complexité à ce code et intègrent les protéines SR, hnRNPs et autres RBPs 
dans un système de régulation multifactoriel (Fig. 4). 
Fig.4 : Niveaux de régulation de l'expression génique. L'avènement des micropuces et des 
technologies de séquençage massif a révélé l'existence de sous-ensembles de gènes dont 
l'épissage alternatif est régulé co-transcriptionnellement, de manière à ériger la spécificité 
cellulaire et tissulaire. Par ailleurs, la structure chromatinienne contrôle la transcription et 
module l'épissage alternatif. La régulation de l'expression des gènes est globalement 
conditionnée à différents niveaux, reflétant une organisation en réseaux coordonnés. Figure 








B_ La régulation de l'épissage alternatif 
La nature fondamentale de l'épissage alternatif dicte son étroite régulation à différents niveaux, 
afin de coordonner la production de transcrits dans le temps et l'espace, en réponse aux besoins 
d'une cellule positionnée dans un contexte physiologique particulier. L'épissage alternatif est 
finement contrôlé par les signaux de transduction activés par de nombreux stimuli externes et 
intégrés par la cellule depuis la membrane jusqu'au noyau. De tels stimuli peuvent influencer les 
niveaux d'expression et l'activité de facteurs d'épissage. Par ailleurs, ces réseaux signalétiques 
régulent de la même manière la transcription de gènes-cibles. Nous savons aujourd'hui que le 
couplage transcriptionnel de l'épissage alternatif permet d'orchestrer une réponse cellulaire 
efficace faisant face à la demande de son environnement et constitue vraisemblablement une 
économie de temps et d'énergie pour l'organisme. La transcription est largement dépendante de 
l'organisation chromatinienne de l'ADN, et de nombreuses études soutiennent l'implication de la 
structure de la chromatine dans la régulation de l'épissage. Ainsi, l'architecture même du gène 
conditionnerait son expression, depuis la transcription jusqu'à la maturation de l'ARN pré­
messager par épissage alternatif. La dynamique de l'interconnexion de ces mécanismes est ici 
exposée. 
1) Couplage transcriptionnel de l'épissage alternatif 
Bien que les manuels de biologie moléculaire établissent classiquement une séparation physique 
et temporelle entre la transcription d'un gène par l'ARN polymérase II (pol II) et sa maturation 
chez les eucaryotes supérieurs, de nombreuses évidences supportent à l'heure actuelle 
l'interconnectivité de la transcription avec les étapes d'ajout de la coiffe, d'épissage et de 
polyadénylation de l'ARNm. L'épissage cotranscriptionnel apparaît comme un concept intuitif 
lorsqu'on considère la longueur de certains transcrits, parfois supérieure à plusieurs dizaines de 
kb, et dont la transcription pourrait atteindre plusieurs heures si l'on admet que l'ARN pol II 
synthétise en moyenne 40 nt.s'1. Il semblerait difficilement concevable que la machinerie 
spliceosomale « attende » la fin de la transcription pour procéder à l'épissage de transcrits 
nécessitant un acheminement rapide vers le cytoplasme où ils seront traduits, afin de répondre à 
un besoin physiologique déterminé. Plusieurs facteurs soutiennent la nature 
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contranscriptionnelle de l'épissage et l'épissage alternatif, comme décrit dans bon nombre de 
revues de qualité sur le sujet (Kornblihtt, 2007 ; Allemand et al., 2008). 
a) La nature du promoteur 
La nature ainsi que la force d'un promoteur peuvent affecter l'épissage alternatif de certains 
transcrits. L'expérience originale rapportant cette observation était basée sur l'utilisation de 
minigènes contenant l'exon-cassette EDI (extra-domain I) du transcrit fibronectine (FN) sous 
contrôle de différents promoteurs de l'ARN pol II. Les auteurs ont rapporté que l'utilisation d'un 
promoteur a-globine (GB) diminue de façon drastique l'inclusion de cet exon alternatif, 
majoritairement inclus lorsqu'un promoteur FN ou CMV (cytomégalovirus) contrôle l'expression 
du transcrit. Dans le cadre de cette étude, ces différences d'épissage ne s'expliquent pas par la 
force du promoteur, mais sa nature même (Cramer et al., 1997). Celle-ci détermine la liaison de 
corégulateurs transcriptionnels capables d'influencer les décisions d'épissage subséquentes. La 
protéine de liaison à l'ARN PSF, une fois recrutée sur l'un de ses promoteurs-cibles, stimule 
l'épissage des transcrits, probablement par recrutement de la machinerie spliceosomale 
(Rosonina et al., 2005). D'autres corégulateurs transcriptionnels affectant l'épissage alternatif 
sont recrutés au promoteur par l'ARN pol II et voyagent avec l'enzyme jusqu'à atteindre les 
séquences régulatrices d'épissage, ce rapprochement physique étant favorisé par le repliement 
de la molécule d'ARN néo-synthétisée (Monsalve et al., 2000 ; Auboeuf et al., 2004). 
Cependant, la force du promoteur influencerait également l'épissage alternatif. Les 
concentrations de facteurs d'épissage pourraient dans certains cas s'avérer limitantes en 
présence de quantités élevées d'un transcrit générées par un gène sous contrôle d'un promoteur 
fort. Autrement dit, l'équilibre entre le nombre de molécules de transcrit et l'abondance des 
facteurs d'épissage disponibles serait ainsi perturbé, en particulier lorsque les niveaux 
d'expression de ces facteurs sont restreints dans la cellule. Si l'épissage alternatif d'x molécules 
de transcrit est régulé par x molécules d'une protéine z (et si on admet que le pool cellulaire de z 
est limité à x), la production de 3x de transcrit limitera la régulation sujette au facteur z, dont le 
niveau restera limité à x. Bien que cette explication puisse paraître simpliste, des expériences 
de PCR en temps réel conduites dans notre laboratoire à partir de minigènes récapitulant l'unité 
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d'épissage Bcl-x ont démontré que le pourcentage d'isoforme courte Bcl-xs augmentait avec la 
force du promoteur contrôlant la transcription du minigène. Le modèle proposé suggère en effet 
qu'un répresseur de l'utilisation du site xs se trouverait en quantité limitante dans le noyau 
(Shkreta et al., 2011). 
Globalement, deux mécanismes non-exclusifs décrits dans les prochains paragraphes ont été 
proposés pour expliquer l'impact du promoteur sur l'épissage alternatif. D'une part, le 
promoteur participerait au recrutement de facteurs d'épissage ou régulateurs bifonctionnels de 
transcription et d'épissage, et d'autre part, le promoteur affecterait la cinétique 
transcriptionnelle avec des répercussions sur l'épissage alternatif de certains exons. 
b) Recrutement de régulateurs d'épissage par le domaine CTD de l'ARN pol II 
Le domaine CTD de l'ARN pol II est composé de 52 répétitions heptamériques YSPTSPS chez les 
mammifères. L'initiation de la transcription implique la phosphorylation de la Ser5, puis la 
phosphorylation de la Ser2 par le facteur P-TEFb marque la phase d'élongation. Le modèle de 
recrutement repose sur l'association de facteurs d'épissage au domaine CTD qui favoriserait leur 
interaction avec l'ARN pré-messager néosynthétisé. Ce modèle est supporté par l'utilisation 
d'une pol II mutée, amputée de son domaine CTD. Lorsque la transcription de minigènes 
récapitulant l'épissage alternatif de l'exon EDI est placée sous contrôle de cette version mutée 
de la pol II, l'inclusion de l'exon EDI est accrue par comparaison à l'utilisation d'une polymérase II 
sauvage. Cet effet est attribuable à l'effet inhibiteur d'inclusion de l'exon EDI exercé par la 
protéine SRp20. Cette protéine SR s'associe avec le CTD de façon indirecte, et l'absence de ce 
domaine annule l'effet inhibiteur de SRp20, favorisant par conséquent l'inclusion de l'exon EDI 
(de la Mata and Kornblihtt, 2006) (Fig. 5). 
Par ailleurs, un nombre non négligeable de protéines spliceosomales incluant le cofacteur TAT-
SF1 et les facteurs CA150, XAB2 et SKIP, sont impliquées dans l'élongation de la transcription. La 
protéine CA150, un facteur liant spécifiquement le CTD phosphorylé, établirait des interactions 
avec des protéines régulatrices d'épissage à travers les nombreux domaines WW et FF qu'elle 
porte. CA150 est un régulateur d'épissage alternatif connu et constitue un excellent candidat 
17 
supportant le couplage transcriptionnel de l'épissage alternatif (Sànchez-Alvarez et al., 2006 ; 
Pearson et al., 2008). 
ACTD 
Pré-ARNm Prtk-ARNm 





• Exon constitutif Splic«Mom« 
• Exon alternatif 
a Site 3' faible —0 WT pol II 
• Site 3' fort A ACTDpol II 
Fig. 5 : Modèle de recrutement de facteurs d'épissage par le CTD de l'ARN pol II. Cette figure 
illustre l'effet inhibiteur exercé par la protéine SRp20 sur l'inclusion de l'exon EDI de la 
fibronectine, après incorporation de ce facteur d'épissage sur le domaine CTD de l'ARN pol II. a) 
La transcription du gène par l'ARN pol II sauvage (WT) favorise l'exclusion dé l'exon EDI, promue 
par le recrutement d'SRp20 sur le CTD de la polymérase. b) La transcription par une version 
mutée de l'ARN pol II, délétée de son CTD, autorise l'inclusion de l'exon EDI, en raison de 
l'absence de recrutement du facteur SRp20. Adapté de Munoz et al., 2010 ; De la Mata et al., 
2006. 
c) L'hypothèse cinétique 
La vitesse d'élongation de l'ARN pol II affecterait également la sélection des sites d'épissage 
alternatif de certains transcrits. Une élongation lente ainsi que les pauses transcriptionnelles 
favoriseraient l'inclusion d'exons alternatifs tandis qu'un taux d'élongation rapide et l'absence 
de pauses aboutiraient préférentiellement à l'exclusion. Cette situation découle de la présence 
d'un site d'épissage 3' de faible affinité positionné en amont d'un site 3' fort, le site 3' fort étant 
naturellement sélectionné lorsque la transcription est rapide. Les facteurs d'épissage auraient 
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dans ce cas « moins de temps » pour s'associer au site 3' faible. Le modèle cinétique a 
initialement été proposé par Eperon et al. (1988). La vitesse d'élongation affecterait sa structure 
secondaire et l'épissage. L'utilisation de DRB, un inhibiteur de la kinase P-TEFb, inhibe 
l'élongation par l'ARN pot II. Des cellules transfectées avec un minigène EDI affichent une nette 
augmentation de l'inclusion de l'exon EDI, par comparaison aux cellules non traitées (Nogués et 
al., 2002). 
L'emploi d'une forme mutée de l'ARN pol II (C4) permet d'étudier l'impact de la diminution de 
vitesse de polymérisation sur l'épissage alternatif et révèle qu'une polymérase mutante favorise 
l'inclusion de l'exon EDI de la fibronectine d'un facteur trois, confirmant l'hypothèse de 
corrélation inverse entre la vitesse d'élongation et l'inclusion de l'exon alternatif (de la Mata et 
al., 2003). L'existence de pauses transcriptionnelles influence finalement l'épissage alternatif. 
L'insertion de sites de type MAZ à des positions spécifiques sur le gène FGFR2 affecte l'épissage 
alternatif des exons lllb et lllc mutuellement exclusifs et cet effet n'est pas observé lorsque 
l'épissage alternatif est étudié à partir de transcrits produits in vitro contenant ces sites de 
pauses, suggérant la nature co-transcriptionnelle de cette régulation (Robson-Dixon and Garcia-
Blanco, 2004) 
En conclusion, il est aisé de concevoir que ces deux modèles de couplage co-transcriptionnel de 
l'épissage alternatif s'intègrent bien dans une évidence plus globale qui suggère que le 
recrutement de facteurs spécifiques par le CTD de la polymérase modulerait directement la 
vitesse d'élongation sur un gène ou une portion de ce gène (Mùnoz et al., 2010). 
2) Impact de la structure de la chromatine 
L'impact de la structure chromatinienne dans la régulation de l'épissage alternatif est supporté 
par de nombreuses études depuis plusieurs années et recouvre deux aspects : le positionnement 
des nucléosomes et les modifications portées par les histones. La distribution des nucléosomes, 
constitués d'octamères d'histones autour desquels s'enroulent 147 pb d'ADN et séparés d'une 
séquence de longueur variable, module les propriétés de l'ADN qui l'entoure. Les propriétés 
biochimiques de ces nucléosomes sont sujettes à une fine régulation des modifications post-
traductionnelles portées par les queues d'histones en N-terminal par acétylation, méthylation, 
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phosphorylation ou ubiquitination entre autres. L'ensemble de ces facteurs affecte la 
compaction de la chromatine, modulant ainsi son accessibilité aux facteurs de transcription et 
coactivateurs, et par conséquent, l'expression des gènes. 
L'influence de la chromatine sur l'épissage alternatif a été mise en évidence il y a dix ans, 
lorsqu'une étude a révélé que l'inclusion de l'exon EDI de la fibronectine était sensible au 
contexte chromatinien de réplication du plasmide portant le minigène d'une part, et d'autre part 
elle était inhibée par un traitement à la trichostatine A, un inhibiteur d'histones déacétylases 
(Kadener et al., 2001 ; Nogués et al., 2002). Dans la même lignée, des enzymes de remodelage de 
la chromatine telles que l'histone acétyltransférase STAGA ou l'histone arginine 
méthyltransférase CAR Ml, interagissant respectivement avec les snRNP U2 et Ul, faciliteraient 
l'assemblage du pré-spliceosome sur l'ARN pré-messager. De plus, la sous-unité Brm du facteur 
SWI/SNF favorise l'inclusion d'exons alternatifs de plusieurs transcrits incluant CD44, 
indépendamment de son activité de remodelage de la chromatine ATP-dépendant, en favorisant 
son interaction avec les snRNPs Ul et U5 (pour revue : Luco and Misteli, 2011). 
a) Influence du positionnement des nucléosomes 
Plusieurs groupes de recherche se sont attachés à superposer le positionnement des 
nucléosomes aux structures exon-intron (cartographie par digestion à la nudéase micrococcale 
et séquençage) et ont relevé une occupation préférentielle des nucléosomes aux sites exoniques 
(environ 1,5 fois supérieure à celle des introns). Ces études révèlent également une densité en 
nucléosomes accrue au niveau des exons bordés de sites d'épissage faibles et des exons isolés 
(Spies et al., 2009 ; Tilgner et al., 2009). Paradoxalement, ces nucléosomes sont plus abondants 
aux exons constitutifs et aux grands exons (Schwarz et al., 2009). Bien que ces mécanismes 
n'aient jamais été validés expérimentalement, ces évidences suggèrent que le ralentissement de 
l'ARN pol II engendré par la compaction des nucléosomes faciliterait le recrutement de facteurs 
d'épissage et leur interaction avec les sites d'épissages. Les nucléosomes eux-mêmes pourraient 
également lier des protéines régulatrices qui s'associeraient au CTD de l'ARN pol II durant la 
transcription et voyageraient avec cette dernière jusqu'aux sites d'épissage (Tilgner et al., 2009). 
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b) Influence des modifications post-traductionnelles portées par les histones 
Certaines modifications épigénétiques des queues d'histones sont spécifiquement enrichies dans 
les régions exoniques. Même après normalisation relative à la densité des nucléosomes, les 
marques portées par les histones H3K36me3, H3K4mel et H3K27me2 caractérisent les 
structures exoniques, alors que la modification H3K9me3 y est moins répandue (Spies et al., 
2009 ; Dhami et al., 2010). La triméthylation H3K36, conservée de C. elegans à l'homme, 
favoriserait l'inclusion d'exons alternatifs et permettrait de marquer les exons les plus internes 
(Andersson et al., 2009 ; Kolasinska-Zwierz et al., 2009). Plusieurs événements d'épissage 
alternatif sont apparemment modulés par les modifications d'histones. L'épissage alternatif du 
transcrit NCAM est régulé par la dépolarisation des cellules neuronales induisant une 
hyperacétylation H3K9 dans la région de l'exon alternatif 18, et des introns le bordant, ainsi 
qu'un changement local de la structure de la chromatine et l'exclusion de l'exon. Un traitement à 
la TSA récapitule cet effet. La marque H3K9 hyperacétylée est associée à une conformation plus 
« ouverte » de la chromatine qui influencerait positivement l'élongation transcriptionnelle, et 
par conséquent l'épissage alternatif de l'exon 18 (Schor et al., 2009). 
Une autre étude démontre les conséquences du mécanisme de TGS (transcriptional gene 
silencing) sur l'épissage alternatif de l'exon EDI de la fibronectine. L'utilisation de siRNAs ciblant 
les introns bordant cet exon alternatif induit une compaction de la chromatine dans cette région 
qui ralentit l'ARN pol II et favorise l'inclusion de l'exon. Cet effet requiert la protéine Argonaute 
1, après hybridation du siRNA antisens sur l'ARN pré-messager et implique un enrichissement en 
H3K9me2 et H3K27me3, deux marques épigénétiques caractéristiques de l'hétérochromatine 
facultative, ainsi que le recrutement de la protéine HPla (Allô et al., 2009). Ce dernier point 
introduit la notion de « plateforme d'ancrage » que constituerait la chromatine pour des facteurs 
d'épissage ainsi recrutés sur l'ARN. 
c) La chromatine, plateforme d'ancrage de facteurs d'épissage 
La régulation de l'épissage alternatif par la structure chromatinienne peut vraisemblablement 
être conceptualisée sous l'aspect d'un ruban « velcro ». Plusieurs protéines liant la chromatine 
reconnaissant des modifications d'histones spécifiques interagissent avec des facteurs d'épissage 
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(Fig. 6). La protéine CHD1 qui reconnaît la triméthylation d'H3K4 associée à l'activation 
transcriptionnelle, interagit avec des composants du spiiceosome. La déplétion de CHD1 par 
ARNi diminue la liaison du snRNP U2 avec la chromatine et affecte l'efficacité d'épissage de la 
cycline D1 (Sims et al., 2007). La phosphorylation de la serine 10 de l'histone H3 par la kinase 
Aurora B constitue un marqueur de chromosomes mitotiques. L'inhibition de cette 
phosphorylation favorise la rétention des protéines SRp20 et SRSF1 ainsi que celle des protéines 
HP1. Bien que cette étude n'établit aucune relation causale avec la régulation de l'épissage, elle 
souligne néanmoins l'adhésion de protéines régulatrices d'épissage sur la chromatine (Loomis et 
al., 2009). 
Les travaux de Luco et collaborateurs ont révélé un impact direct de la marque H3K36me3 sur 
l'épissage alternatif du FGFR2 comportant deux exons mutuellement exclusifs lllb et lllc exprimés 
de manière histo-spécifique. La protéine PTB réprime l'utilisation de l'exon lllb dans les cellules 
souches mésenchymales humaines, qui expriment l'exon lllc. Au contraire, l'exon lllb est inclus 
dans la lignée prostatique épithéliale PNT2. Le modèle proposé repose ici sur l'existence d'un 
complexe adaptateur H3K36me3, MRG15 et PTB assurant la répression de l'exon lllb. Cet 
exemple révèle que l'information épigénétique est transmise à la machinerie spliceosomale par 
la protéine adaptatrice MRG15 et favorise le recrutement de facteurs d'épissage sur l'ARN pré­
messager. L'analyse des événements d'épissage régulés par PTB et MRG15 démontre que les 
exons qui utilisent ce système adaptateur possèdent des sites de liaison faibles pour PTB, 
suggérant que la triméthylation sur H3K36 et la protéine MRG15 aident à la reconnaissance des 
sites répresseurs (Luco et al., 2010). 
L'épissage alternatif du transcrit CD44 est quant à lui contrôlé par la protéine à chromodomaine 
HPly. HPly est recrutée par la marque H3K9me3 dans les régions exoniques variables de CD44 et 
la densité de cette modification est corrélée à l'inclusion de ces exons. La protéine HPly favorise 
le recrutement de facteurs d'épissage, tels qu'U2AF, par ralentissement de la vitesse 
d'élongation de l'ARN pol II et régule l'épissage alternatif de CD44 ainsi qu'environ 10% du 
transcriptome, dans la lignée cellulaire HeLa. En raison de son interaction avec le CTD de la 
poiymérase, elle pourrait agir à la manière d'un détecteur de modifications H3K9me3 qui 
transmettrait ensuite l'information à l'ARN pol II (Saint-André et al., 2011). 
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Fte.6 : Complexes d'adaptateurs chromatiniens. Les protéines liant la chromatine MRG15, Gcn5, CHOl et 
HPla reconnaissent des modifications post-traductionnelles portées par les queues d'histones, et assurent 
le recrutement de facteurs d'épissage (revue de Luco et Misteli, 2010). 
3) Réseaux sicnalétiaues impliqués dans la régulation de l'épissage alternatif 
Depuis plusieurs années, les études orientées vers la description des signaux de transduction 
coordonnant les décisions d'épissage suscitent un intérêt grandissant. Ces signaux sont transmis 
en réponse à un stimulus depuis la surface cellulaire au cytoplasme, puis relayés vers le noyau à 
travers les modifications post-traductionnelles de régulateurs d'épissage dont la localisation ou 
l'activité peut ainsi être compromise. 
a) Modifications post-traductionnelles de facteurs d'épissage 
Les interactions protéiques au sein du spliceosome sont modulées par les modifications post-
traductionnelles qui contribuent à la dynamique de l'assemblage de ce macrocomplexe, à 
différentes étapes (résumé par Misteli, 1999). L'activité des protéines SR est nettement 
influencée par la phosphorylation de ces protéines, variable selon le stade du cycle cellulaire et 
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les stimuli reçus par la cellule. Plusieurs kinases assurent la phosphorylation des protéines SR, la 
famille la plus spécifique étant représentée par les protéines SRPK1 et SRPK2. La kinase SRPK1 
colocalise avec les protéines chaperonnes Hsp70 et Hsp90 dans le cytoplasme. En réponse à un 
stress tel qu'un choc osmotique, SRPK1 est transloquée au noyau, après dissociation des 
chaperonnes, où elle phosphoryle essentiellement différentes protéines SR. Des variations sont 
de ce fait observées sur les décisions d'épissage s'opérant sur un minigène rapporteur E1A placé 
en condition de stress au sorbitol (Zhong et al., 2009). Les kinases de la famille Clk ainsi que la 
topoisomérase I et Akt présentent elles aussi cette propriété, avec des degrés de spécificité 
variables. 
L'activité de ces kinases est antagonisée par des protéines phosphatases, essentiellement PPl et 
PP2A, requises d'une part pour la catalyse de la réaction d'épissage (Shi et al., 2006), mais aussi 
la localisation de facteurs d'épissage dans le noyau, en particulier celle d'SC35 (Misteli and 
Spector, 1996). La PPl module également certaines interactions protéiques s'établissant entre 
protéines SR, et la perturbation de son activité engendre un impact sur l'épissage de certains 
transcrits. La déphosphorylation de Tra2|31 favorise son homodimérisation ainsi que l'association 
de ce facteur avec SRSFl, et l'inhibition de PPl induit l'inclusion de l'exon 7 du transcrit SMN2 
(Novoyatleva et al., 2008). 
Les protéines hnRNPs sont également sujettes à la phosphorylation, à la méthylation, ainsi qu'à 
l'acétylation et la sumoylation, bien que les enzymes impliquées dans l'ajout de ces 
modifications n'aient été identifiées que dans les deux premiers cas. D'autre part, seules les 
conséquences de la phosphorylation de protéines hnRNPs sont documentées. Pour ne citer que 
cet exemple, hnRNP Al est phosphorylée par la voie MKK3/6 - p38 en réponse à un choc 
osmotique, et subit une relocalisation majoritairement cytoplasmique. Cette accumulation 
perturbe le ratio des protéines hnRNP A1/SRSF1 dans le noyau et par conséquent l'épissage 
alternatif d'un transcrit rapporteur E1A (van der Houven van Oordt et al., 2000). 
b) Evénements d'épissage sous contrôle de voies de signalisation 
La régulation de l'expression de la glycoprotéine transmembranaire CD44 constitue sans doute 
l'exemple le plus documenté dans la thématique discutée ici. Le transcrit CD44 est sujet à une 
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régulation de son épissage alternatif dépendante du type cellulaire et du stade de 
développement au cours duquel il est exprimé. La plupart des tissus expriment le variant court le 
plus commun, mais plusieurs isoformes plus longues incluant des exons variables sont associées 
à différents types de cancer. L'inclusion de l'exon variable v5 est sous contrôle de la voie de 
signalisation Ras/Raf/MEK/ERK engagée par un stimulus mitogénique ou l'activation des 
lymphocytes T. Cette inclusion est médiée par le facteur de liaison à l'ARN Sam68 (Src-associated 
in mitosis 68 kD), qui, comme son nom le suggère, assure la connexion entre la transduction du 
signal et l'épissage alternatif de CD44. Sa m 68 est phosphorylée par la kinase ERK en réponse à la 
signalétique induite par Ras et promeut la rétention de l'exon v5 (Matter et al., 2002). Bien que 
le mécanisme de cette régulation ne soit pas précisément élucidé, Sam68 interférerait 
potentiellement avec l'activité de la protéine hnRNP Al, celle-ci liant spécifiquement des 
séquences de l'exon v5, et favoriserait de sorte l'activité positive des protéines SRSF1 et Tra2 sur 
l'inclusion de l'exon (synthétisé par Shin and Manley, 2004). 
L'épissage alternatif de la tyrosine phosphatase transmembranaire CD45 est également dicté par 
des signaux extracellulaires bien identifiés. La stimulation antigénique à la surface des 
lymphocytes T induit l'exclusion des exons alternatifs 4, 5, 6, et la production des isoformes 
courtes dont l'activité phosphatase est réduite contribue à l'atténuation de la réponse 
immunitaire. L'équipe de Lynch a impliqué les protéines Ras et la protéine kinase C (PKC), ainsi 
que les protéines hnRNP L, PTB et hnRNP E2 liant l'élément ESS1 comprenant un motif conservé 
ARS (activation response element), dans la régulation de l'exclusion de l'exon 4 (pour revue, 
Blaustein et al., 2007). Les travaux plus récents du même groupe de recherche décrivent une 
cascade régulatrice impliquant les protéines hnRNP LL et PSF dans les lymphocytes T activés. La 
protéine PSF est complexée à TRAP150 dans les cellules T naïves, l'association de ces deux 
facteurs étant stabilisée par phosphorylation de PSF par la GSK3 (glycogen synthase 3). 
L'activation des lymphocytes T diminue l'activité de cette kinase, libérant ainsi la protéine PSF 
qui peut alors exercer une régulation sur l'épissage alternatif de CD45 par liaison sur l'élément 
ESS1. Ce même mode de régulation par PSF est par ailleurs retrouvé sur d'autres transcrits 
comprenant cet élément cis (Heyd and Lynch, 2010). 
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c) Régulation de l'épissage alternatif au cours du cycle cellulaire 
La progression dans le cycle cellulaire est associée à des fluctuations transcriptionnelles qui 
concernent au moins 700 gènes (Cho et al., 2001). Ces changements sont influencés par les 
réseaux signalétiques assurant la transition entre les phases de ce cycle. Bien qu'aucune étude 
ne se soit concentrée sur la régulation, propre à chaque stade du cycle, d'événements d'épissage 
à large échelle, plusieurs exemples individuels documentent cette régulation. 
L'activité de la sérine kinase SRPKl est 3 à 5 fois plus importante dans les cellules HeLa en 
métaphase, comparativement à des cellules en interphase. Cette activité accrue est corrélée à 
l'hyperphosphorylation de protéines SR telles qu'SC35 et SRSF1, et inhibe l'épissage qui requiert 
des cycles de phosphorylation-déphosphorylation de ces protéines régulatrices (Gui et al., 1994). 
De façon globale chez les métazoaires, l'épissage, comme la machinerie transcriptionnelle, est 
inhibé dans les cellules bloquées en mitose. Seuls les messagers essentiels seront synthétisés et 
maturés. La répression de l'épissage est attribuée à un membre atypique de la famille des 
protéines SR : SRp38. Cette protéine, généralement phosphorylée au cours du cycle cellulaire, 
est incapable d'activer la réaction d'épissage, mais fonctionne au contraire à la manière d'un 
puissant répresseur durant la mitose au cours de laquelle la protéine est déphosphorylée et 
séquestre le snRNP Ul, alors incapable de s'associer au site 5' d'épissage. L'identité de la 
phosphatase impliquée dans cette répression demeure inconnue (Shin and Manley, 2002 ; Shin 
and Manley, 2004, pour revue). 
Très récemment, la protéine SON, dont la structure rappelle celle des protéines SR, a été décrite 
comme un cofacteur d'épissage participant à l'épissage constitutif de régulateurs du cycle 
cellulaire. La déplétion de SON aboutit à des perturbations majeures de l'assemblage du fuseau 
mitotique et affecte la dynamique des microtubules, induisant ainsi le blocage des cellules en 
mitose. Ces effets résultent de défauts d'épissage de transcrits spécifiques possédant des sites 
d'épissage faiblement définis (Ahn et al., 2011). Par ailleurs, mes données suggèrent que SON 
régule notamment l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans le contrôle du cycle 
cellulaire, encodant l'histone déacétylase 3 (HDAC3) et la thréonine/tyrosine phosphatase 
CDC25B (Michelle et Chabot, non publié, voir chapitre 2). Cette dernière régule la transition 
G2/M, par activation du complexe Cycline B/Cdkl. L'épissage alternatif de CDC25B génère un 
variant délété de l'exon 6, plus stable, et dont l'activité catalytique est accrue (Baldin et al., 
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1997). La surexpression de cette phosphatase inhibe la prolifération et la viabilité cellulaires, 
propriété conférée par son activité catalytique (Varmeh-Ziaie and Manfredi, 2007), laissant ainsi 
présager que l'isoforme plus courte plus active reproduirait cette inhibition. Un autre exemple 
de transcrit dont l'épissage alternatif produit des isoformes d'activités distinctes au cours du 
cycle cellulaire est représenté par SYK (spleen tyrosine kinase). L'utilisation de siRNAs exon-
spécifiques dirigés contre l'isoforme longue SYK-L induit un arrêt du cycle cellulaire en G2/M 
caractérisé par une accumulation de cellules présentant une polyploïdie ou une morphologie 
nucléaire aberrante (Prinos et al., 2011). 
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C_ L'épissage alternatif au coeur du processus apoptotique 
et l'exemple de Bcl-x 
1) L'a po ptôse 
a- Définition et caractéristiques 
Le terme d'apoptose décrit un type de mort cellulaire ayant pour fonction l'élimination sélective 
de populations cellulaires surnuméraires, ectopiques, lésées ou sénescentes d'un organisme. Le 
programme apoptotique est actif, inhérent et peut être initié ou inhibé par une grande variété 
de signaux intra- ou extra-cellulaires, physiologiques ou pathologiques. Ce processus est 
indispensable au développement embryonnaire, de la régulation de la cellularité du blastocyste à 
l'organisation du système nerveux central, à la mise en place du système immunitaire, ainsi 
qu'au maintien de l'homéostasie des tissus (Kerr et al., 1972 ; Raff, 1992). Les premières 
descriptions retrouvées dans la littérature reposent essentiellement sur une caractérisation 
morphologique de l'apoptose. Par opposition aux cellules nécrotiques, les cellules apoptotiques 
présentent une condensation de la chromatine nucléaire et une fragmentation en « corps 
apoptotiques » qui sont ultimement phagocytés par des macrophages. L'apoptose ne déclenche 
pas de réaction inflammatoire, en raison d'une préservation de l'intégrité de la membrane 
cellulaire empêchant le relargage d'enzymes lysosomales dans le milieu extra-cellulaire. 
L'élément-clé est la fragmentation internucléosomiale de l'ADN observée durant l'apoptose, 
générant des fragments d'ADN de longueur égale ou multiple de 180 à 200 pb. La dérégulation 
de l'apoptose promeut certaines maladies auto-immunes, dégénératives ainsi que la 
tumorigénèse. Il est communément admis que le cancer est souvent associé à une défaillance du 
système apoptotique dans des populations cellulaires ayant acquis des mutations oncogéniques. 
Ainsi, certaines visées thérapeutiques souhaitant induire l'apoptose dans les cellules 
cancéreuses, permettant leur élimination de l'organisme. 
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b- Exécution du processus apoptotique 
Bien qu'elle puisse être enclenchée par différents signaux intrin- ou extrinsèques, et initiée à 
travers deux voies distinctes (Fig. 7), l'apoptose est exécutée par les caspases (cysteinyl 
aspartate-specific proteases). Ces protéinases à cystéine à large spectre reconnaissent et clivent 
des chaînes polypeptidiques au niveau d'un résidu aspartique dans la partie carboxy-terminal 
(Cohen, 1997). Chez les mammifères, les caspases sont synthétisées sous forme de zymogènes 
inactifs résidant dans le cytoplasme. Toutes possèdent un pro-domaine de taille variable en N-
terminal précédant leur domaine catalytique conservé. Leur clivage en deux étapes successives, 
par d'autres caspases ou auto-catalytique, aboutit à leur dimérisation pour former une enzyme 
active composée de deux sites catalytiques (Pop and Salvesen, 2009). Une fois activées, ces 
enzymes protéolysent d'autres régulateurs apoptotiques ainsi que plusieurs centaines de 
substrats impliqués dans des processus biologiques très variés, incluant, entre autres, des 
constituants architecturaux de la cellule, des protéines de signalisation, des facteurs de 
transcription, d'initiation de la traduction ou encore des facteurs d'épissage (Fischer et al., 2003). 
La PARP (poly (ADP-ribose) polymérase), essentielle au processus de réparation de l'ADN, 
constitue néanmoins l'un des premiers substrats clivés, permettant la progression de la mort 
cellulaire programmée. Cette phase d'exécution de l'apoptose est entièrement opérée par les 
caspases dites « effectrices » regroupant les caspases 3, 6 et 7, et aboutit à l'ensemble des 
caractéristiques morphologiques décrites précédemment. Il existe cependant deux voies 
assurant l'activation de l'apoptose dans la cellule, différant selon la nature des signaux 
déclencheurs et les acteurs menant à son exécution. 
c- Activation par la voie extrinsèque 
Cette voie est activée lorsque les récepteurs dits « de mort » présents à la surface des cellules 
reconnaissent leurs ligands appartenant à la superfamille du TNF (tumor necrosis factor). Cette 
famille est composée de sept membres : Fas, TNFR1, DR3, DR6, p75NGFR (nerve growth factor 
receptor), ainsi que les récepteurs de TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), TRAIL-R1 et 
TRAIL-R2 (Locksley et al., 2001). Les récepteurs de mort possèdent une portion cytoplasmique 
conservée, le domaine de mort DD (death domain), nécessaire à la transduction du signal 
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apoptotique. L'interaction d'un récepteur avec son ligand engendre une multimérisation qui 
aboutit à la formation du complexe intracellulaire DISC (death-inducing signaling complex) 
pouvant comprendre plusieurs molécules adaptatrices, telles que le FADD (Fas-associated death 
domain). Les récepteurs Fas et TRAIL recrutent FADD à travers la portion C-terminal du domaine 
de mort, puis celui-ci établit à son tour une interaction avec la caspase-8, ainsi que la caspase 10, 
chez l'homme. Le recrutement et l'oligomérisation de la caspase-8 sur le complexe DISC 
provoquent son activation autocatalytique, cruciale pour l'initiation de l'apoptose (Li and Yuan, 
2008). Dans certains types cellulaires, comme les lymphocytes, cet événement est suffisant pour 
l'activation des caspases effectrices et la complétion du programme de suicide, mais d'autres 
types cellulaires (hépatocytes par exemple) requièrent une amplification du signal par la voie 
mitochondriale. Dans ce cas, la protéine pro-apoptotique Bid est clivée par la caspase-8, puis 
relocalisée vers la mitochondrie où le signal est alors relayé par les effecteurs en aval. 
d- Activation par la voie intrinsèque 
La voie alternative menant à l'exécution de l'apoptose à travers les caspases effectrices est la 
voie intrinsèque ou mitochondriale, sous contrôle des membres de la famille Bcl-2 (Fig. 8). Celle-
ci est engagée par des stimuli indépendants des récepteurs de mort, engendrant un stress ou un 
dommage cellulaire, tels qu'un choc osmotique ou thermique, des radiations ionisantes UV ou y, 
des agents chimiothérapeutiques, des agressions virales ou bactériennes, des carences en 
cytokines ou facteurs de croissance, voire le détachement des cellules de la matrice 
extracellulaire (connue sous le terme d'anoïkose). Ces signaux sont relayés aux protéines de la 
famille Bcl-2 qui comprend au moins 17 membres chez les mammifères. Tous possèdent au 
minimum un des quatre motifs conservés notés BH1 à BH4 (Bcl-2 homology domains), et 
l'organisation de ces domaines détermine la classification de cette famille protéique et la nature 
pro- ou anti-apoptotique de ses membres. Les protéines anti-apoptotiques, représentées entre 
autres par Bcl-2, Bcl-Xt, Bcl-w et Mcl-1, contiennent pour la plupart les domaines BH1 et BH2, les 
plus similaires à Bcl-2 possédant les quatres domaines. Les protéines pro-apoptotiques 
constituent deux sous-familles qui diffèrent dans leur degré de similitude à Bcl-2 : d'une part, les 
protéines « Bax-like » Bax, Bak, Bok et Bcl-xs, comprenant les domaines BH1 à BH3 et 
structuralement proches de Bcl-2, et d'autre part les protéines à domaine BH3 unique, tels que 
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Bik, Bik, Bim, Bad, Bim, Noxa ou Puma, très différentes de Bcl-2. Ces protéines anti- et pro-
apoptiques présentent des propriétés d'hétérodimérisation leur permettant de moduler 









Fig.7 : Voles apoptotlques. Le récepteur CD95 est ici utilisé à titre d'exemple de récepteur de 
mort cellulaire, engageant la voie apoptotique extrinsèque, à la membrane plasmique. La 
caspase-8 initiatrice est activée par le complexe DISC, puis relocalisée au cytoplasme où elle 
active directement la caspase-3 effectrice. La caspase-8 peut néanmoins activer la voie 
intrinsèque mitochondriale à travers le clivage de la protéine Bid. Cette voie alternative répond à 
des signaux internes menant à l'activation des facteurs pro-apoptotiques Bax et Bak, et/ou 
l'inhibition de facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et BCI-XL, avec pour conséquence le 
relargage de facteurs cytotoxiques (cytochrome c entre autres) dans le cytosol, par 
perméabilisation de la membrane mitochondriale. Le cytochrome c lie subséquemment le 
complexe APAF-1 afin de l'activer et favoriser sa complexation avec la caspase-9 pour former 
l'apoptosome. Les deux voies convergent dans tous les cas vers l'activation de caspases 
effectrices (caspase-3,6 et 7). FC : facteurs de croissance. Adapté d'après Siegel, 2006. 
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L'induction de l'apoptose par voie intrinsèque requiert les deux classes de protéines pro-
apoptotiques. Les protéines à domaine BH3 unique agissent à la manière de senseurs de stress et 
antagonisent directement les protéines de survie Bcl-2, tandis que les protéines de la famille Bax, 
une fois activées, agissent en aval, très probablement en perméabilisant la membrane externe 
de la mitochondrie, et potentiellement en désorganisant la membrane du réticulum 
endoplasmique ainsi que l'enveloppe nucléaire. En réponse à un signal de stress, ces protéines 
généralement cytosoliques subissent une relocalisation à la membrane mitochondriale où leur 
ancrage sous forme d'oligomères est à l'origine de la formation de pores mitochondriaux. Bien 
que le mécanisme précis de perméabilisation de la membrane mitochondriale reste encore très 
controversé, celle-ci est accompagnée d'une chute du potentiel transmembranaire et aboutit à la 
libération de protéines solubles pro-apoptotiques incluant essentiellement le cytochrome c et 
Diablo. Une fois relargué, le cytochrome c lie le complexe APAF-1 pour former le complexe 
protéique heptamérique de l'apoptosome. Ce dernier subit alors un changement 
conformationnel aboutissant à son activation en présence d'ATP, par recrutement de la pro-
caspase 9, initiant ainsi l'activation subséquente des caspases effectrices 3 et 7 (Borner, 2003 ; 
Youle and Strasser, 2008). La protéine Diablo, quant à elle, se lie à des protéines inhibitrices de 
l'apoptose afin de les inactiver. Cette cascade aboutit à la fragmentation de la chromatine, 
caractéristique fondamentale de la mort cellulaire programmée. 
Pour chacune de ces deux voies, les mécanismes d'intégration des signaux apoptotiques sont 
complexes, impliquant des acteurs variant selon le contexte et le type cellulaire, et requièrent 
par conséquent une étroite régulation qui s'opère à de multiples niveaux. L'apoptose est 
notamment finement contrôlée par les régulateurs transcriptionnels de la famille p53. Par 
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Ftg. 8 : Les protéines de la famille Bcl-2. Adapté d'après Borner, 2003. 
2) Contribution de l'épissaee alternatif à la régulation du programme apoptotiaue 
L'expression d'un très grand nombre de facteurs protéiques participant à l'échafaudage du 
programme apoptotique est supervisée par l'épissage alternatif. Bien que la fonctionnalité de 
nombreux variants d'épissage ne soit pas toujours caractérisée, ces événements aboutissent, 
pour la plupart, à la production de protéines de fonctions distinctes, souvent antagonistes. Dans 
certains cas, cette étape de maturation des transcrits permet de moduler la concentration de 
certains de ces facteurs, en produisant des isoformes soumis au NMD qui seront dégradées. Les 
conséquences fonctionnelles majeures de l'épissage alternatif sont ici brièvement énoncées et 
étayées d'exemples non exhaustifs. 
a) Altération du potentiel apoptotique 
La famille des facteurs de transcription p53, comprenant les protéines p53, p63 et p73, régule 
entre autres l'expression de gènes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, la réparation de 
l'ADN et l'apoptose. Plusieurs isoformes sont générées pour chacun de ces membres par 
épissage alternatif, encodant des variants de potentiel apoptotique variable, selon le domaine 
protéique affecté (Harms and Chen, 2006). L'isoforme p47 résulte de la variation du domaine 
d'activation transcriptionnel, perturbant la fonction inhibitrice de croissance cellulaire de la 
protéine (Ghosh et al., 2004). De telles variations retrouvées dans les exons situés en N-terminal 
affectent également les protéines p63 et p73. L'épissage alternatif génère également 
d'importantes modifications du domaine C-terminal qui modulent considérablement l'activité 
apoptotique des trois membres de la famille p53, en influençant la capacité de liaison à l'ADN et 
l'activité transcriptionnelle de ces régulateurs (Sauer et al., 2008). 
b) Changement de localisation ou distribution cellulaire 
La survivine est une protéine inhibitrice de l'apoptose surexprimée dans la plupart des cancers. 
Au moins quatre variants d'épissage de son transcrit ont été caractérisés à ce jour et présentent 
des localisations subcellulaires distinctes. La fonction de ces isoformes, à savoir survivine, 
34 
survivine 2B (incluant un exon alternatif 2B), survivine AEx3 (exclusion de l'exon 3) et survivine 
3B (génération d'un codon de terminaison prématuré dans l'exon 3), est supposée différente 
selon le compartiment cellulaire, et variable durant la progression du cycle cellulaire. Alors que la 
survivine et ses variants 2B et 3B sont majoritairement cytoplasmiques, l'exclusion de l'exon 3 
engendre l'introduction d'un signal de localisation nucléaire dans l'isoforme AEx3. D'autre part, 
seule la version sauvage de la survivine est retrouvée associée aux microtubules ou centromères 
durant la mitose, cette colocalisation n'ayant pu être mise en évidence pour les variants 2B et 
AEx3 (Mahotka et al., 2002). Par ailleurs, l'hétérodimérisation de la survivine avec ses variants 
d'épissage 2B et AEx3 induit la relocalisation de ces complexes dans l'espace périnucléaire ou à 
la membrane mitochondriale. L'association de ces hétérodimères favoriserait l'action anti-
apoptotique de la survivine (Caldas et al., 2005). 
c) Signalisation différentielle induite par épissage alternatif 
Les facteurs associés au récepteur du TNF (tumor necrosis factor) constituent des protéines 
adaptatrices assurant la connexion entre ce récepteur et les voies de signalisation cellulaires 
sous-jacentes. Plusieurs de cesTRAFs (TNFR-associated factors) sont sujets à l'épissage alternatif, 
ces événements générant des isoformes de propriétés différentes au regard de leur potentiel 
d'activation de la voie NFKB. La protéine TRAF-3 est dépourvue de cette fonction signalétique, 
mais sept de ses variants amputés de certains domaines à doigts de zinc induisent une activation 
notable du facteur NFKB. La co-expression de TRAF-3 avec ses variants d'épissage accroît de plus 
cette transduction du signal (Van Eyndhoven et al., 1999). Ce cas précis illustre l'impact de 
l'épissage dans le processus de signalisation cellulaire, et bien que peu d'exemples soient 
caractérisés fonctionnellement à date, il est à prévoir que d'autres acteurs impliqués dans 
l'apoptose soient régulés de cette manière. 
d) Production de variants dominants-négatifs 
L'épissage du récepteur de mort Fas génère des isoformes tronquées fortement impliquées dans 
des anomalies du développement lymphocytaire à l'origine de maladies auto-immunes telles que 
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le lupus érythémateux ou le syndrome d'immunodéficience acquise. L'isoforme délétée de l'exon 
6 est la plus étudiée depuis sa caractérisation initiale en 1994, et code pour une protéine soluble, 
amputée de son domaine transmembranaire. Ce variant compétitionne avec la forme Fas ancrée 
à la membrane pour la liaison de son ligand et bloque ainsi l'apoptose (Cheng et al., 1994). 
D'autres isoformes inhibent la mort cellulaire sur un mode similaire. De façon distincte, 
l'exclusion de l'exon 7 du transcrit induit la production d'un récepteur transmembranaire délété 
de son domaine de mort DD. Ce récepteur leurre le ligand Fas en empêchant la multimérisation 
de ces domaines DD intracellulaires et par conséquent la formation du DISC qui assure la 
transmission du signal apoptotique (Jenkins et al., 2000). 
La production de variants à effet dominant-négatif inhibant l'activité pro-apoptotique de 
plusieurs caspases, notamment les caspases 1,2, 8 et 9, a également été décrite. En particulier, 
l'insertion de 136 bp relevée dans l'intron 8 du transcrit Caspase-8 aboutit à un décalage du 
cadre de lecture, produisant une protéine dépourvue de son domaine catalytique, mais 
conservant ses deux domaines DED (death effector domain) en N-terminal. Cette protéine 
Caspase-8L s'associe au FADD et empêche ainsi la liaison naturelle de la caspase-8 active sur ce 
même domaine. L'apoptose est ainsi inhibée dans sa phase apicale d'initiation (Himeji et al., 
2002). 
e) Isoformes de fonctions antagonistes 
La production d'isoformes exerçant des fonctions antagonistes constitue probablement la 
résultante la plus fréquente générée par l'épissage alternatif durant le processus apoptotique. 
C'est en l'occurrence l'exemple le plus pertinent à la thématique globale de ce manuscrit, 
puisque Bcl-x, sur lequel nous reviendrons exclusivement dans le prochain paragraphe, 
appartient à cette catégorie. D'autres exemples importants méritent cependant notre 
considération. 
L'épissage alternatif du facteur APAF-1 génère au moins quatre isoformes, dont deux excluent un 
des 13 domaines WD40 contenus dans la portion C-terminale de la protéine. Ces domaines sont 
connus pour former des modules adaptateurs impliqués dans l'association avec d'autres 
partenaires protéiques, participant à la transduction du signal. Seuls les variants APAF-1XL et 
36 
APAF-1LC incluant le sixième domaine WD40 alternatif (encodé par l'exon 18) possèdent la 
capacité d'activation de la pro-caspase-9, en réponse au relargage du cytochrome c par la 
mitochondrie. L'exclusion de ce domaine WD40 empêche également la liaison du cytochrome c 
ainsi que l'oligomérisation d'APAF-1, et par conséquent la formation d'un complexe actif, 
bloquant ainsi l'apoptose (Benedict et al., 2000). 
La caspase-2 génère quant à elle deux isoformes de fonctions opposées, par inclusion/exclusion 
d'un petit exon 9 de 61 nt. La forme longue Casp-2L dérive de l'exclusion de cet exon, alors que 
la forme courte Casp-2S est produite lorsque l'exon est inclus, sa présence introduisant un codon 
de terminaison prématuré. La forme longue possède une activité pro-apoptotique, alors que la 
forme courte antagonise les caractéristiques de l'apoptose, notamment la condensation de la 
chromatine, la formation des corps apoptotiques et l'externalisation de résidus 
phosphatidylsérines à la membrane plasmique (Côté et al., 2001 ; Droin et al., 2001). 
Pour finir, l'épissage alternatif du transcrit Mcl-1, encodant pour une protéine de la famille Bcl-2 
engagée dans la voie apoptotique mitochondriale, génère des variants d'épissage 
respectivement long et courts. La forme longue Mcl-IL est une protéine de survie possédant les 
trois domaines BH1 à BH3 ainsi qu'un domaine transmembranaire C-terminal. La forme courte 
Mcl-lS, produite par exclusion de l'exon 2 possède uniquement le domaine BH3 et par 
conséquent une activité pro-apoptotique, annihilée par l'hétérodimérisation des deux isoformes 
protéiques (Bae et al., 2000). Un troisième variant Mcl-IES identifié récemment et résultant de 
l'utilisation de sites d'épissage cryptiques dans l'exon 1 promeut également l'apoptose. Par 
opposition au variant Mcl-lS, le potentiel apoptotique de la protéine Mdl-ES se trouve renforcé 
par sa dimérisation avec Mcl-IL (Kim et al., 2009). 
3) L'épissaee alternatif du transcrit Bcl-x et sa régulation complexe 
a) Conséquences fonctionnelles de l'épissage alternatif de Bcl-x 
L'épissage alternatif du transcrit Bcl-x a été rapporté par l'équipe de Boise et collaborateurs 
concomitamment à la description initiale de ce gène en 1993. Deux isoformes majeures Bcl-x 
sont produites à partir d'un transcrit comportant trois exons, par utilisation de sites 5' donneurs 
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d'épissage en compétition, séparés de 189 nt et situés en 3' de l'exon 2 constituant le premier 
exon codant (Fig. 9). Le transcrit mature le plus long, BCI-XL, code pour une protéine de 233 AA 
comprenant des domaines très similaires à ceux de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Bcl-Xj, 
l'isoforme courte code pour une protéine de 170 AA délétée de la région de plus forte homologie 
avec Bcl-2. Cet événement d'épissage alternatif aboutit à la production de variants de fonctions 
diamétralement opposées durant l'apoptose : Bcl-xL s'oppose à la mort cellulaire programmée 
induite par une carence en facteurs de croissance de façon plus efficace que Bcl-2 elle-même, 
alors que Bcl-xs est de fonction pro-apoptotique et permet de contrer le potentiel protecteur de 
cette protéine Bcl-2 dans les mêmes conditions (Boise et al., 1993). in vivo, l'expression de 
l'ARNm Bcl-xs est accrue dans le thymus, jouant un rôle important dans le développement des 
lymphocytes T, et les cellules en division rapide, tandis que l'isoforme Bcl-xL prédomine 
fortement dans le système nerveux embryonnaire et adulte, où elle favorise le maintien des 
populations neuronales (Gonzalez-Garcia et al., 1995). De façon plus globale, Bcl-xL reste 
l'isoforme majoritairement exprimée, et Bcl-xs présente une expression plus sporadique. 
L'isoforme courte est notamment exprimée dans les tissus hormono-dépendants tels que 
l'ovaire et la prostate, où des cycles de croissance précèdent l'involution (Krajewski et al., 1994). 
Au final, le ratio des deux isoformes détermine la susceptibilité à l'apoptose. 
L'épissage alternatif de Bcl-x génère ultimement deux protéines structuralement différentes. Bcl-
xL possède, comme Bcl-2, quatre domaines BHl à BH4. Les domaines BHl et BH2 sont 
fondamentalement associés à l'activité anti-apoptotique de la protéine. Des mutations à 
l'intérieur de ces régions abolissent cette activité et bloquent l'hétérodimérisation avec les 
membres pro-apoptotiques Bax et Bak. D'autre part, la structure de Bcl-xL ressemble à celle du 
domaine d'insertion membranaire de certaines toxines bactériennes et cette analogie laisse 
supposer que la protéine Bcl-xL forme des pores à la surface de la mitochondrie et du réticulum 
endoplasmique. Bcl-xL pourrait ainsi réguler la perméabilité de la membrane mitochondriale et 
empêcher le relargage de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol (Muchmore et al., 1996 ; 
Adams and Cory, 1998). A l'opposé, Bcl-xs est dépourvue de ces domaines BHl et BH2 et ne 
forme d'hétérodimère qu'avec Bcl-xL dont il antagonise la fonction par un mécanisme qui 
demeure élusif (Minn et al., 1996). La survie cellulaire favorisée en partie par Bcl-xL repose sur 
l'inhibition de la protéine Bax assurant la perméabilisation de la membrane mitochondriale et 
promouvant l'apoptose par relargage du cytochrome c. Le mécanisme précis de cette inhibition 
vient d'être élucidé et propose que Bcl-xL assure la translocation constante de Bax, de la 
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mitochondrie vers le cytoplasme, stabilisant ainsi la forme inactive de cette dernière en absence 
de signal de stress (Edlich et al., 2011). 
b) Régulation de l'épissage alternatif de Bcl-x 
Les décisions d'épissage s'opérant sur Bcl-x sont cruciales pour la cellule, le choix du site 
d'épissage l'engageant dans un programme qui, soit favorise la survie, soit la conduit à un suicide 
irréversible par apoptose. Cet événement d'épissage est à juste titre très étroitement régulé par 
un ensemble de protéines liant l'ARN dont l'activité est elle-même dictée par un réseau 
signalétique répondant à un stress intracellulaire. Les principaux acteurs connus participant à ce 
processus complexe sont décrits dans ce paragraphe et un schéma récapitulatif apporte une vue 
d'ensemble de cette complexité (Fig. 9). 
Un certain nombre d'éléments régulateurs en cis sur le transcrit et de partenaires protéiques 
trans agissent en combinaison afin de moduler l'épissage alternatif de Bcl-x. La plupart de ces 
régulateurs ont été identifiés par des expériences de mutagénèse couplées à des essais de liaison 
(chromatographie d'affinité, gel-shift) et de surexpression de ces protéines dans des extraits 
nucléaires in vitro ou dans des systèmes cellulaires in vivo. Bon nombre d'entre eux ont été 
caractérisés dans notre laboratoire. Deux éléments cis B2 et B3 situés entre les deux sites 
d'épissage 5' en compétition, respectivement localisés en aval d'xs et en amont d'x^ modulent 
l'épissage de Bcl-x de façon opposée. L'élément B3 active l'utilisation du site anti-apoptotique XL, 
alors que l'élément B2 favorise l'utilisation du site pro-apoptotique xs. Cet élément B2 comprend 
une sous-région riche en G (B2G) constituant un site de liaison pour les protéines hnRNP F et H 
(Garneau et al., 2005). Deux sous-éléments de B3 (ML2 et AM2) lient la protéine SRp30c, 
favorisant l'utilisation du site Xl, in vitro et in vivo (Cloutier et al, 2008). La protéine hnRNP K 
inhibe quant à elle le site d'épissage xs, par sa liaison sur l'élément répresseur B1 comprenant 
deux sites de fixation de haute affinité juxtaposés sur des sous-régions Bld et Blu (Revil et al., 
2009). Enfin, RBM25 stimule la production de Bcl-xs en liant une séquence exonique de l'élément 
B1 située immédiatement en amont de l'élément Bld. RBM25 assurerait une stabilisation du 
snRNP U1 sur le pré-ARNm, grâce à son interaction avec hLuc7A, et favoriserait ainsi l'utilisation 
du site xs (Zhou et al., 2008). 
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Plusieurs autres régulateurs protéiques ont été identifiés par des approches d'interférence à 
l'ARN et ont de plus été intégrés dans des voies de signalisation qui influencent les décisions 
d'épissage s'opérant sur Bcl-x, dans différents contextes physiologiques. Deux éléments de 
réponse au céramide CRCE1 et CRCE2 modulant l'épissage de Bcl-x ont été caractérisés. Ces 
éléments, situés de part et d'autre du site xs, contrôlent l'élévation de production d'isoforme 
pro-apoptotique induite par le céramide in vivo. L'activation de la PP1 (protéine phosphatase 1) 
est requise dans cette régulation et suggère que la déphosphorylation de protéines SR favorise la 
formation d'un complexe ribonucléoprotéique favorisant la sélection du site d'épissage xs. Le 
facteur d'épissage SAP155 lie directement l'élément CRCE1 et sa déplétion abolit d'une part 
l'impact du céramide, et d'autre part stimule la production d'isoforme pro-apoptotique xs. Le 
modèle proposé impliquerait la déphosphorylation de SAP155 par la PP1 dans l'induction de 
l'apoptose (Massiello et al., 2004 ; Massiello et al., 2006). 
Bien que les séquences exoniques liées par ces facteurs restent à préciser, les protéines de 
liaison à l'ARN Sam68 et SRSF2 régulent elles aussi l'épissage alternatif de Bcl-x. Dans les deux 
cas, leur déplétion engendre une modulation du ratio des isoformes produites se manifestant 
par une production accrue de Bcl-xL. Leur surexpression stimule au contraire la production de 
Bcl-xs. Sam68 appartient à la famille des protéines STAR (Signal Transduction and Activation of 
RNA) dont l'activité ainsi que la localisation subcellulaire sont modulées par des modifications 
post-traductionnelles attribuables aux kinases de la famille Src. La phosphorylation de Sam68 par 
la tyrosine-kinase Fyn promeut l'expression de l'isoforme anti-apoptotique Bcl-xL. Par ailleurs, la 
formation d'un complexe Sam68-hnRNP Al est nécessaire à l'activation du site xs, la déplétion 
d'hnRNP Al diminuant le ratio Xs/XL et la proportion de cellules apoptotiques induite par la seule 
expression de Sam68 (Paronetto et al., 2007). 
La protéine spliceosomale SRSF2 favorise elle aussi l'épissage du variant pro-apoptotique Bcl-xs. 
E2F1 est un inducteur connu de l'apoptose, dont l'activité transcriptionnelle contrôle 
directement l'accumulation d'SRSF2, engageant ainsi la production de Bd-xs. Cette régulation est 
requise en réponse au dommage à l'ADN induit par des agents chimiothérapeutiques. Bien que 
l'impact de ces modifications post-traductionnelles n'aient été évaluées sur l'épissage de Bcl-x, 
l'acétylation d'SRSF2 a récemment été attribuée à l'acétyltransférase Tip60 et inhibe la 
phosphorylation de cette protéine SR en provoquant la rétention cytoplasmique des kinases 
SRPK1 et SRPK2. Ainsi, SRSF2 constitue le point de convergence d'un réseau signalétique 
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contrôlant son accumulation et son activité en réponse à un traitement au cisplatine et par 
conséquent, l'épissage de transcrits pro-apoptotiques, en l'occurrence celui de la caspase-8. Cet 
exemple illustre parfaitement la coordination cellulaire établie entre la transduction des signaux 
et la machinerie spliceosomale en réponse au dommage à l'ADN (Merdzhanova et al., 2008 ; 
Edmond et al., 2011). 
Notre laboratoire a mis en lumière l'existence d'une voie de signalisation impliquant la protéine 
kinase C (PKC) dont l'activation se répercute sur l'épissage alternatif de Bcl-x, en empêchant la 
production d'isoforme pro-apoptotique. Cette observation découle de l'augmentation marquée 
de Bcl-xs dans les cellules traitées à la staurosporine ou d'autres inhibiteurs plus spécifiques de la 
PKC. L'utilisation de minigènes a révélé l'implication d'une longue région exonique de 361 nt 
(SB1) située en amont d'xs, dans cette régulation (Revil et al., 2008). Dans d'autres lignées 
cellulaires, de type cancéreuses, Bcl-x n'est pas soumis à cette voie de signalisation, suggérant 
d'emblée les dérégulations de l'épissage de Bcl-x associées au cancer et à la résistance aux 
agents chimiothérapeutiques qui seront abordés à la page suivante. L'induction d'un stress 
génotoxique par l'oxaliplatine favorise l'accumulation de Bcl-xs par l'intermédiaire d'une voie 
ATM-CHK2-p53 aboutissant ultimement à l'activation d'une tyrosine-phosphatase dont l'activité 
converge également sur l'élément SB1. Ainsi l'élément SB1 identifié constitue une plateforme de 
fixation d'une ou plusieurs protéines d'identité(s) inconnue(s) à ce jour, sujette(s) à des cycles de 
phosphorylation/déphosphorylation modulant son (leur) activité répressive sur le site xs. Le 
modèle proposé place SB1 à la convergence de signaux de transduction antagonistes, induits par 
la PKC et la voie du dommage à l'ADN p53-dépendante, régulant l'épissage alternatif de Bcl-x et 
par conséquent, l'apoptose (Shkreta et al., 2011). 
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Fie. 9: Protéines liant l'ARN impliquées dans la régulation de l'épissage alternatif de Bcl-x. L'élément SB1, 
long de 361 nt, est localisé en 5' de l'exon 2, et possède une activité globale répressive sur l'utilisation du 
site xs (Revil et al., 2007). CRCE1, lié par SAP155, ainsi que CRCE2, sont également des éléments 
répresseurs du site x$, localisés de part et d'autre de ce site d'épissage distal (Massiello et al., 2006 ; 
Massiello et al., 2004). RBM25 lie l'élément activateur d'xs noté B1AG (Zhou et al., 2008), alors qu'hnRNP K 
inhibe la production d'isoforme Bd-xs en liant l'élément Blu (Revil et al., 2009). hnRNP F et H stimulent le 
site x$ à travers leur liaison sur l'élément activateur B2G (Garneau et al., 2005). SRp30c agit sur deux 
éléments consécutifs AM2 et ML2 et favorisent l'utilisation du site xL (Cloutier et al., 2008). Enfin, bien que 
les éléments cis requis pour leur activité demeurent inconnus, SC35, ainsi qu'un complexe composé 
d'hnRNP Al et Sam68 agissent à la manière de régulateurs positifs de Bcl-xs (Merdzhanova et al., 2008 ; 
Paronetto et al., 2007). 
Pour conclure, une étude a récemment connecté Bcl-x à la progression du cycle cellulaire et 
l'apoptose. Cette approche d'ARN-interférence couvrant l'intégralité du génome humain a 
permis d'identifier un grand nombre de facteurs impliqués dans la régulation de l'épissage 
alternatif de Bcl-x et replacer cet événement-clé dans un contexte physiologique plus global. Les 
régulateurs ainsi caractérisés, et en particulier la kinase Aurora A, sont pour la plupart essentiels 
à la dynamique du fuseau mitotique et la division cellulaire. Les auteurs argumentent en faveur 
d'une régulation de l'épissage de Bcl-x provoquant l'accumulation d'isoforme pro-apoptotique 
en anticipation des points de contrôle G2/M et/ou de celui contrôlant l'alignement du fuseau 
mitotique (Moore et al., 2010). 
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4) Cancer, épissaee de Bd-x et stratégie thérapeutique 
a- Epissage alternatif et cancer 
La biogénèse du cancer est accompagnée d'une dérégulation de nombreuses, si ce n'est de 
toutes les voies biologiques assurant le maintien de l'intégrité d'un organisme. Les cellules 
tumorales ayant accumulé des mutations et une instabilité génomique présentent des 
altérations du métabolisme leur permettant d'échapper au contrôle du cycle cellulaire et à la 
mort cellulaire programmée. Ces anomalies pernicieuses leur confèrent de surcroît un avantage 
sélectif promouvant l'invasion et la formation de métastases, alimentées par l'angiogénèse. 
Toutes ces étapes sont naturellement régulées par l'épissage alternatif qui subit des 
perturbations majeures au cours de la cancérisation. Ces perturbations se manifestent par des 
profils d'épissage aberrants, parfois caractérisés par un retour à l'expression d'isoformes 
embryonnaires dans des tissus adultes. 
Les origines moléculaires des altérations de l'épissage associées au cancer résident d'une part 
dans l'acquisition de mutations en cis sur les transcrits, situées aux jonctions d'épissage ou dans 
les sites de liaison de protéines régulatrices, et d'autre part, dans le débalancement des niveaux 
d'expression de facteurs d'épissage. 
Les altérations en cis retrouvées sur plusieurs proto-oncogènes et gènes suppresseurs de 
tumeurs sont probablement les mieux documentées. Le récepteur tyrosine-kinase KIT est ainsi 
activé par un événement d'épissage alternatif inhabituel associé à des mutations gain-de-
fonction retrouvées dans les tumeurs gastro-intestinales. De petites délétions situées dans le site 
d'épissage 3' de l'intron 10 du récepteur engendrent la création d'un nouveau site accepteur à 
l'intérieur de l'exon 11. La délétion de cette portion exonique, critique pour l'inhibition de 
l'activité tyrosine-kinase de KIT en absence de ligand, engendre son activation constitutive et 
favorise la tumorigénèse. La cycline D1 fournit un autre exemple de proto-oncogène dont 
l'épissage alternatif peut favoriser la production d'une protéine de potentiel oncogénique accru. 
L'isoforme Dlb, surexprimée dans les cancers du sein et de la prostate, résulte de l'utilisation 
d'un site de polyadénylation situé dans l'intron 4, au détriment de l'épissage classique de cet 
intron dans l'isoforme Dla. Le polymorphisme G870A fréquemment retrouvé dans certaines 
populations européennes est à l'origine de la production de cycline Dlb. Celui-ci affecte le 
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dernier nucléotide de l'exon 4 et par conséquent, la reconnaissance du site d'épissage en 5' par 
la machinerie spliceosomale. 
Un exemple de gène suppresseur de tumeur modulé par épissage alternatif est celui de KLF6, un 
facteur de transcription à doigts de zinc inhibant la prolifération cellulaire. Le variant KLF6-SV1 
généré par l'utilisation d'un site alternatif 5' dans l'exon 2 produit une protéine amputée de ses 
doigts de zinc mais retenant son domaine activateur. KLF6-SV1 antagonise la fonction de son 
homologue sauvage, favorisant la prolifération cellulaire et la migration lors du processus 
tumoral. Un SNP (single nucleotide polymorphism) associé au cancer de la prostate créé un site 
de liaison pour la protéine SRp40, aboutissant à une surproduction de ce variant dominant-
négatif. Enfin, une fraction très élevée de variants d'épissage des gènes suppresseurs de tumeur 
BRCAl et BRCA2 est associée aux cancers du sein et de l'ovaire. Les mutations retrouvées dans 
ces gènes affectent des éléments c/s régulateurs très variés, à savoir des sites d'épissage naturels 
ou cryptiques, les queues polypyrimidiques, ainsi que les sites de liaison de nombreuses 
protéines (Sanz et al., 2010). 
L'analyse de la dynamique des transcriptomes sains et cancéreux révèle cependant qu'une large 
fraction des événements d'épissage affectés par le processus tumoral ne comporte pas de 
mutations. Les fluctuations de niveaux d'expression de RBPs relevées dans certains tissus 
cancéreux peuvent être corrélées aux modifications globales de profils d'épissage, ou affectant 
des gènes particuliers. 
L'épissage alternatif de Ron produit un variant délété de l'exon 11 (ARon) conduisant à 
l'activation constitutive de ce récepteur tyrosine-kinase transmembranaire. La surexpression de 
l'isoforme ARon est fréquemment observée dans les cancers d'origine épithéliale (cancer du sein 
et colorectal) et corrèle avec la formation de métastases. Le facteur d'épissage SRSF1, 
surexprimé dans certains cancers, lie un élément régulateur situé dans l'exon 12 et favorise 
l'exclusion de l'exon 11. Par ailleurs, les niveaux d'expression accrus d'SRFSl induisent des 
changements caractéristiques accompagnant la transition épithélio-mésenchymale (EMT), à 
savoir la perte d'adhésion, la répression de l'expression de l'E-cadhérine et la motilité des 
cellules tumorales. Après dissémination, les cellules tumorales subissent une re-différenciation 
vers un phénotype épithélial (MET pour mesenchymal-to-epithelial transition) qui détermine leur 
ancrage au site métastatique final. L'implication de la protéine Sam68, elle-aussi surexprimée 
dans plusieurs types de cancer, dans ce processus, contrôle directement l'expression du proto-
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oncogène SRSF1 par épissage alternatif couplé au NMD (Valacca et al., 2010). Cet exemple 
illustre parfaitement le degré de concertation de facteurs d'épissage prenant part à la 
progression tumorale. 
L'épissage alternatif du FGFR2 (Fibroblast Growth Receptor Factor 2) est lui-aussi impliqué dans 
la transition EMT et sa régulation est étroitement sensible à une combinaison de facteurs 
protéiques. L'épissage de deux exons mutuellement exclusifs présents dans le transcrit est 
contrôlé de façon tissu-spécifique. L'exon lllb est inclus dans les cellules épithéliales alors que les 
cellules mésenchymales expriment l'isoforme comprenant l'exon lllc, et la transition EMT est 
accompagnée des modifications de décisions d'épissage qui en découlent. Bien qu'une 
corrélation directe entre ces facteurs et le changement radical d'expression des isoformes 
lllb/lllc n'ait été démontrée, les protéines hnRNP Al, PTB, TIA-1 et FOX2 régulent l'épissage du 
FGFR2. Au moins trois d'entre elles présentent des variations d'expression associées au cancer. 
Plus récemment, les régulateurs-clés de cet événement d'épissage lllb/lllc, ESRP1 et ESRP2 ont 
été identifiés et fonctionnellement impliqués dans la transition EMT (Warzecha et al., 2009 ; 
Warzecha et al., 2010). 
De manière similaire au FGFR2, l'épissage alternatif de la pyruvate kinase (PKM) est sous 
contrôle direct des protéines hnRNP Al, A2 et PTB. Deux isoformes PKM1 et PKM2 sont générées 
à partir de deux exons mutuellement exclusifs E9 et E10, et exprimées différentiellement au 
cours du développement. L'isoforme PKM2 embryonnaire favorise la glycolyse aérobie 
indispensable à la croissance cellulaire et est réexprimée dans les tumeurs au détriment de 
l'isoforme adulte PKM1 qui promeut la phosphorylation oxydative. L'oncogène c-Myc est un 
activateur transcriptionnel des gènes codant pour hnRNP Al, A2 et PTB et sa surexpression 
augmente les niveaux de ces hnRNPs. Celles-ci lient des séquences introniques situées de part et 
d'autre de l'exon 9, réprimant son épissage et favorisant l'inclusion de l'exon 10 (Fig. 10). Ainsi, la 
production d'isoforme PKM2 exprimée quasi-universellemment dans les tumeurs est 
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Fig. 10 : Régulation de l'épissage alternatif du transcrit PKM, encodant pour la pyruvate kinase. Le 
transcrit PKM comprend deux exons mutuellement exclusifs dont l'épissage alternatif est régulé de façon 
différentielle dans les cellules normales (inclusion de l'exon 9) et cancéreuses (inclusion exon 10). Dans les 
cellules tumorales, les protéines hnRNP Al, A2 et PTB lient des séquences introniques situées de part et 
d'autre de l'exon 9 et favorisent la ré-expression de l'isoforme embryonnaire PKM2 en réprimant 
l'inclusion de l'exon 9. L'oncogène c-Myc active la transcription d'hnRNP Al, A2 et PTB, élevant ainsi le 
ratio PKM2/PKM1. Cette transition dans l'expression de PKM1 vers PKM2 stimule la glycolyse aérobie et 
ultimement la prolifération des cellules tumorales. 
A côté de ces exemples de gènes individuels, des réseaux plus complexes d'événements 
d'épissage associés au cancer ont été mis en évidence grâce à l'avènement des technologies à 
haut débit telles que les micropuces et le séquençage massif des transcriptomes provenant de 
tumeurs (Misquitta-Ali et al. 2011 ; Lapuk et al., 2010). En particulier, l'analyse comparative en 
RT-PCR des transcriptomes de tissus sains et issus de cancers ovariens a permis d'identifier un 
grand nombre de marqueurs d'épissage alternatif tumoraux (Klinck et al., 2008). Bon nombre de 
ces événements d'épissage comportent des sites de liaison pour la protéine FOX2 dont 
l'expression est diminuée dans le cancer de l'ovaire. Les cibles de FOX2 présentent une ontologie 
reliée à l'architecture du cytosquelette et la motilité, leur épissage favorisant le caractère malin 
des cellules cancéreuses. FOX2 pourrait ainsi exercer une fonction de suppresseur de tumeur 
dans les tissus sains ovariens et mammaires (Venables et al., 2009). 
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b- Bcl-x, cancer et thérapeutique 
En raison des fonctions antagonistes encodées par ses deux isoformes durant l'apoptose, 
l'épissage alternatif de Bcl-x est étroitement lié au développement du cancer. Rapidement après 
la description du gène, la surexpression de Bcl-xL a été détectée dans les lymphomes, puis 
associée de façon plus générale à différents types de cancers (Xerri et al., 1996 ; Olopade et al., 
1997 ; Yang et al., 2003). L'expression de Bcl-xL favorise la croissance et la prolifération des 
cellules cancéreuses et leur confère un avantage sélectif de résistance aux agents 
chimiothérapeutiques classiquement utilisés en clinique. Le suivi de patientes atteintes de cancer 
ovarien démontre la surexpression de Bd-xL dans les mêmes tumeurs après traitement avec ces 
agents et des modèles murins xénogreffés avec des tumeurs exprimant Bcl-xL et traités au 
cisplatine, paclitaxel, topotecan ou gemcitabine subissent un accroissement de la masse 
tumorale (Williams et al., 2005). L'expression de Bcl-xt pourrait ainsi être utilisée comme 
marqueur pronostique du cancer ovarien et permettre de déterminer l'avancée du stade 
tumoral. Notre laboratoire a évalué l'impact de vingt agents chimiothérapeutiques sur l'épissage 
alternatif de Bcl-x dans cinq lignées cellulaires cancéreuses humaines. Douze de ces agents 
engendrent une expression significativement accrue d'isoforme courte Bcl-xs dans la lignée 
normale transformée 293, mais les lignées cancéreuses présentent une sensibilité moindre à ces 
composés. Seuls quelques-uns de ces agents demeurent actifs et induisent une augmentation 
d'isoforme Bcl-xs variable selon la lignée cellulaire considérée (Shkreta et al., 2008). 
La stratégie thérapeutique visant à pallier cet effet de résistance aux traitements 
chimiothérapeutiques consiste à augmenter le ratio des isoformes Bcl-Xs/XL dans les cellules 
cancéreuses. La méthode de référence repose sur l'utilisation d'oligonucléotides antisens (ASOs) 
capables de s'hybrider spécifiquement soit à l'ARNm Bcl-xL pour induire sa dégradation par 
interférence à l'ARN, soit à l'ARN pré-messager Bcl-x afin de bloquer la sélection du site 
d'épissage xL et rediriger la machinerie spliceosomale vers le site pro-apoptotique xs. Différentes 
technologies reposant sur ce principe ont été testées depuis une dizaine d'années, souvent 
combinées à un traitement radio- ou chimiothérapeutique. Les premiers essais ont utilisé des 
oligonucléotides 20-mer, puis des oligonucléotides 18-mer, seuls ou en combinaison avec des 
radiations UV-B ou du cisplatine, et respectivement ciblés 15 nt en amont du site xL ou sur le site 
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d'épissage 5' xL. Ces expériences présentaient d'ores et déjà une très bonne efficacité, la 
transfection des ASOs augmentant parfois considérablement le pourcentage de Bcl-xs exprimé 
(jusqu'à 60%) dans les lignées cancéreuses utilisées (Taylor et al., 1999 ; Mercatante et al., 2002). 
L'utilisation clinique de cette technologie était cependant limitée par le ciblage difficile des ASOs 
au site des tumeurs. Leur encapsidation dans des nanoparticules lipidiques conjuguées à 
l'anisamide, un ligand du récepteur sigma surexprimé dans de nombreux cancers, permet 
d'augmenter l'expression de Bcl-xs dans les tumeurs de modèles murins xénogreffés et de 
diminuer significativement la masse tumorale, sans toxicité systémique (Bauman et al., 2010). 
Notre laboratoire s'est également concentré sur l'utilisation d'ASOs avec pour objectif la 
reprogrammation de l'épissage de Bcl-x. La stratégie utilisée visait à diminuer les risques 
d'interférence non-spécifiques que présentaient les oligonucléotides ciblant directement la 
jonction exon-intron utilisés auparavant, par synthèse d'ASOs s'hybridant à une vingtaine de nt 
en amont du site xL. L'innovation technique a consisté d'autre part à introduire deux sites de 
liaison pour la protéine hnRNP Al en 5' des oligonucléotides utilisés afin de provoquer un 
encombrement stérique empêchant le snRNP U1 de se fixer au site proximal xL (Villemaire et al., 
2003 ; Gendron et al., 2006). Enfin, l'équipe de Wang et collaborateurs a proposé une ingénierie 
alternative aux ASOs basée sur la création de facteurs d'épissage artificiels comprenant le 
domaine de liaison à l'ARN de la protéine Pumiliol humaine modifié de manière à lier une 
séquence particulière d'intérêt, ainsi qu'un signal de localisation nucléaire et un domaine RS ou 
glycine-riche. Le domaine PUF de Pumilio possède une forte affinité pour l'ARN, ses huit 
répétitions PUF reconnaissant huit bases consécutives, chaque répétition liant une base, et sa 
spécificité peut être modifiée de manière à cibler la séquence ARN désirée. L'utilisation d'un ESF 
(engineered splicing factor) ciblant une séquence de l'exon 2 de Bcl-x située en amont du site xL 
permet d'augmenter considérablement le niveau d'expression de l'isoforme pro-apoptotique 
Bcl-xs et sensibilise trois lignées cellulaires cancéreuses distinctes à différents agents 
chimiothérapeutiques (Wang et al., 2009). 
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D_ Le complexe Exon-Junction (EJC) 
Découvert et caractérisé au début des années 2000, le complexe multiprotéique exon-junction 
est déposé par le spliceosome sur l'ARNm 20 à 24 nucléotides en amont des jonctions exoniques, 
indépendamment de la composition nucléotidique de ces séquences de fixation (Le Hir et al., 
2000a ; Le Hir et al., 2000b). Cette empreinte moléculaire reste associée à l'ARNm épissé après 
son export vers le cytoplasme, compartiment dans lequel l'EJC sera dissocié de son substrat au 
passage des ribosomes, lors d'une première ronde de traduction. Ainsi, ses différentes fonctions 
assurent, par le biais d'interactions protéiques, une communication effective entre les 
machineries cellulaires orchestrant respectivement l'épissage, l'export, la localisation 
cytoplasmique, la traduction et la dégradation des ARNm contenant des codons prématurés de 
terminaison (PTC) par le mécanisme de « nonsense mediated decay » (NMD) dans les cellules de 
mammifères (Kim and Dreyfuss, 2001). L'organisation de l'EJC a en partie été élucidée par des 
analyses de spectrométrie de masse et Western blotting sur les complexes spliceosomaux H, C et 
ribonucléoprotéiques, qui ont mis en évidence l'association précoce de protéines de l'EJC sur 
l'ARN, avant ligation des exons (Reichert et al., 2002). 
1) Composition du complexe EJC 
L'EJC est une structure très dynamique intégrant plusieurs sous-complexes protéiques. Il est 
constitué d'un noyau central étroitement lié à l'ARN et servant de plateforme d'ancrage aux 
composants périphériques. La composition minimale de ce noyau a été déterminée par 
l'assemblage in vitro de protéines humaines recombinantes individuelles (Ballut et al., 2005) et a 
révélé que les protéines elF4A3, Y14, Magoh et MLN51 sont nécessaires et suffisantes à 
l'établissement d'un complexe de haute stabilité sur l'ARN simple-brin, en présence d'ATP. Plus 
précisément, la protéine elF4A3, appartenant à la famille des hélicases à domaine DExH/D, 
établit des interactions directes avec l'ARN épissé et sert d'adaptateur à l'hétérodimère 
Y14/Magoh (Palacios et al., 2004 ; Shibuya et al., 2004 ; Ferraiuolo et al., 2004 ; Zhang and 
Krainer, 2007). En effet, bien qu'Y14 contienne un motif de reconnaissance de l'ARN, les 
analyses structurales cristallographiques révèlent que celui-ci est obstrué par la liaison protéique 
à Magoh (Lau et al., 2003) et ne peut être utilisé comme tel. Enfin, MLN51 possède une affinité 
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non-spécifique pour t'ARN et stabilise ainsi l'association d'Y14/Magoh à elF4A3 par le biais 
d'interactions protéiques (Palacios et al., 2004 ; Oegot et al., 2004). Ces quatres facteurs forment 
un hétérotétramère stable constituant le noyau de l'EJC indispensable à l'initiation du processus 
de NMD (Fig. 11). Néanmoins, plusieurs autres acteurs protéiques, dont l'identité a été mise en 
lumière par le couplage d'expériences d'épissage in vitro, de chromatographie et de 
spectrométrie de masse, sont partie intégrante de l'EIC, s'associant transitoirement à la 
périphérie des protéines du noyau afin d'assurer ses différentes fonctions (Fig. 11). Il s'agit 
notamment des protéines individuelles SRml60, PYM et Pinin, ainsi que différents sous-
complexes de protéines, à savoir RNPS1-SAP18-Acinus regroupées sous le terme d'ASAP 
(Apoptosis and Splicing Activating Proteins), les protéines UAP56, NXF1 et pl5 impliquées dans 
f export de l'ARN épissé du noyau au cytoplasme, et les protéines de la famille UPF, soit UPF2 et 
UPF3B qui assurent la liaison avec UPF1, l'effecteur central du NMD (Tange et al., 2005). 
Fig. 11: Modèle de représentation du complexe exon-jonction. l'EJC s'associe sur l'ARN autour d'un 
noyau central (« core ») composé de quatre protéines (elF4A3, Y14, Magoh et MLN51, les trois premières 
formant le pré-EJC) auquel s'associent plusieurs autres protéines de façon transitoire, durant le trajet de 
l'ARN du noyau au cytoplasme. Les protéines RNPS1, SAP18 et Acinus forment un sous-complexe connu 
sous le terme d'ASAP (Apoptosis and Splicing Activating Proteins). D'autres facteurs de l'EJC sont 
spécifiquement associés à l'export de l'ARN mature (UAP56, REF/ALY, TAP et P15). Enfin, les membres de 
la famille UPF, UPF2 et UPF3 ont pour fonction de recruter l'effecteur central du NMD UPF1 
(n'appartenant pas à l'EJC). Figure tirée et adaptée de Chang et al., 2007. " 
« core » 
ASAP 
| \ Pré-EJC 
Export de l'ARN 
Effecteurs du NMD 
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2) Différentes fonctions de l'EJC 
a - Le mécanisme de NMD 
Le NMD est une voie de dégradation des ARNm porteurs de codons de terminaison prématurés 
(non-sens) constituant un contrôle de qualité très important, hautement conservé à travers le 
règne eucaryote (He at al., 1993 ; Peltz et al., 1993 ; Maquat, 1995). Ce mécanisme empêche 
l'accumulation de transcrits aberrants dont la traduction aboutirait à la production de protéines 
tronquées et potentiellement délétères dans la cellule, par acquisition de propriétés gain-de-
fonction ou dominantes-négatives. La machinerie effectrice du NMD comprend les trois 
membres de la famille « up-frameshift » (UPF) UPF1, UPF2 et UPF3, initialement découverts chez 
la levure S. cerevisiae et identifiés plus tard chez les eucaryotes supérieurs (Chang et al., 2007). 
L'inhibition de ces protéines abolit le NMD dans ces organismes (Conti and Izaurralde, 2005). De 
plus, bien que la délétion des gènes codant pour les protéines UPF n'affecte pas la viabilité de la 
levure S. cerevisiae ou du nématode C. elegans, l'invalidation du gène UPF1 (RENT1) engendre la 
mort embryonnaire précoce chez la souris (Medghalchi et al., 2001). Par ailleurs, la déplétion du 
facteur UPF2 génère l'extinction des populations de cellules souches hématopoïétiques murines 
(Weischenfeldt et al., 2008) et affecte considérablement le développement, la fonction et la 
régénération du foie (Thoren et al., 2010). Ces observations démontrent la fonction essentielle 
du processus de NMD dans les organismes les plus évolués. 
Les codons de terminaison prématurés (PTC) résultent le plus communément de mutations 
ponctuelles aléatoires sur la molécule d'ADN. Ces mutations faux-sens, ainsi que des 
insertions/délétions de nucléotides (provoquant un décalage du cadre de lecture) sont ensuite 
retranscrites sur l'ARNm et génèrent un arrêt de la traduction anticipé, lors du premier passage 
des ribosomes. Les réarrangements d'ADN, tels que ceux subis, entre autres, par les gènes des 
immunoglobulines afin d'augmenter la diversité antigénique, mais aussi les erreurs commises 
par la machinerie d'épissage, constituent également une source fréquente de PTCs. La 
reconnaissance de ces PTCs est un processus complexe qui n'est pas clairement défini et diffère 
selon le degré d'évolution des organismes dans lesquels on les retrouve. Cependant, la 
dégradation de l'ARNm qui les contient est initiée selon un schéma commun à tous les 
eucaryotes, dès lors que l'hélicase UPF1 est recrutée par le ribosome qui rencontre le PTC et 
interagit avec ses partenaires UPF2 et UPF3. Interviennent alors les protéines de la famille SMG 
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(Suppressor with Morphogenetic effect on Genitalia), SMG-1, puis SMG-5, SMG-6 et SMG-7, qui, 
par un cycle de phosphorylation/déphosphorylation d'UPFl, finalisent le processus de NMD. 
L'ARNm est ultimement dégradé par les exoribonucléases 5'-3', après retrait de la coiffe, et 3'-5' 
assurée par l'exosome, après déadénylation. Seule la drosophile utilise une voie de clivage 
endonucléolytique qui lui est propre, à proximité du site porteur du PTC (Chang et al., 2007). 
Chez les mammifères, la reconnaissance des codons stop prématurés et l'initiation du NMD est 
assurée par l'EJC (Fig. 12). Les observations initiales rapportent que la présence d'un PTC en 
amont d'un intron induit la dégradation de l'ARNm par NMD et que de nombreux gènes 
comprenant des PTCs à proximité du dernier intron échappent à ce contrôle, tout comme les 
gènes dépourvus d'introns (Zhang et al., 1998 ; Brocke et al., 2002). Ces évidences ont suggéré le 
précepte suivant : un PTC promeut le NMD lorsqu'il est localisé au moins 50 à 55 nucléotides en 
amont de la dernière jonction exonique. 
La découverte du complexe EJC a élégamment validé cet énoncé, quelques années plus tard, 
bien que l'hypothèse alternative du « faux 3'UTR », modèle de reconnaissance des PTCs chez la 
levure et la drosophile, ait été proposée chez les mammifères également. Le positionnement de 
l'EJC en aval d'un codon stop prématuré constitue un signal qui recrute et active UPF1 sur le 
ribosome à l'arrêt, par le biais des protéines UPF3b et UPF2, voire de la protéine MLN51 
directement (Gehring et al., 2005 ; Gehring et al., 2009). Ce modèle explique pourquoi le NMD ne 
peut avoir lieu que durant une première ronde de traduction : lorsque tous les EJCs sont 
déplacés de l'ARNm par les ribosomes, le NMD perd son système senseur (Ishigaki et al., 2001 ; 
Lejeune et al., 2002). 
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Fie. 12 : Le modèle de l'EJC à l'origine du NMD chez les mammifères. La terminaison de la traduction initie 
le mécanisme de NMD lorsque celle-ci prend place en amont d'un complexe EJC, en recrutant ou activant 
les protéines de la famille UPF sur le ribosome. La marque « tige-boucle » représentée sur UPF1 symbolise 
la phosphorylation de ce facteur. CBC : Cap Binding Complex, PABP : Poly-A Binding Protein. Figure tirée de 
Brogna et Wen, 2009. 
En dehors de sa fonction première d'élimination de transcrits potentiellement toxiques pour la 
cellule, le mécanisme de NMD assure également un contrôle sur l'expression de certains gènes. 
Ce mode de régulation est d'ailleurs directement couplé au processus d'épissage alternatif (AS-
NMD) qui génère la production de transcrits introduisant des PTCs dans leur séquence, afin de 
les orienter vers le NMD et diminuer leurs niveaux d'expression. Les analyses bioinformatiques et 
transcriptomiques ont estimé qu'environ un tiers de la totalité des événements d'épissage 
alternatif sont sujets au NMD (Lewis et al., 2003 ; Pan et al., 2006). Le mécanisme d'AS-NMD est 
cependant limité à une classe de gènes restreinte incluant tout particulièrement ceux codant 
pour des protéines liant l'ARN et en particulier des facteurs d'épissage (Sureau et al., 2001 ; 
Wollerton et al., 2004 ; Saltzman et al., 2008). De manière intéressante, une étude a associé des 
séquences exoniques ultraconservées à ce mécanisme, révélant une pression sélective ayant 
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favorisé cette auto-régulation qui permet de maintenir une balance équilibrée de facteurs 
nécessaires à un épissage optimal, en fonction des besoins de la cellule à un moment précis et 
dans un tissu particulier (Ni et al.f 2007). 
b - Localisation et export de l'ARN 
Bien avant la découverte et caractérisation de l'EJC, des études de génétique du développement 
conduites chez la drosophile avaient associé le locus mago nashi à la séquence codante d'une 
nouvelle protéine de fonction alors inconnue, mais essentielle à la viabilité des zygotes. Les 
expériences de mutagénèse avaient conclu à son rôle fondamental dans la formation de l'axe 
antéro-postérieur, les oocytes de femelles homozygotes mago présentant des anomalies de 
localisation de l'ARNm oskar au pôle antérieur et les conséquences sur la segmentation 
abdominale qui en découlent (Boswell et al., 1991; Newmark and Boswell, 1997). La protéine 
Mago établit une interaction avec Y14, avec laquelle elle forme un hétérodimère stable et 
conservé. Ces deux protéines de drosophile présentent notamment 63% et 88% d'homologie 
avec les protéines humaines Y14 et Magoh associées étroitement à l'EJC. L'hétérodimère escorte 
les ARNm du noyau au cytoplasme, et participe ainsi à leur localisation jusqu'à leur destination 
finale où la synthèse protéique sera initiée (Le Hir et al., 2001). 
D'autres protéines de l'EJC exercent un rôle dans l'export de l'ARN. Aly/Ref et NXF1/TAP, comme 
Y14 : Magoh, transitent entre le noyau et le cytoplasme, mais ne demeurent pas associées à 
l'ARNm au cytoplasme (Kim et al., 2001). La présence d'Aly/Ref au sein de l'EJC recrute le facteur 
d'export TAP par le biais de son partenaire pl5 pour assurer l'export à travers le pore nucléaire 
(Le Hir et al., 2000 ; Zhou et al., 2000). Il a été proposé que l'hélicase à OEAD-box UAP56, 
exerçant un rôle durant l'assemblage du spliceosome, faciliterait le recrutement d'Aly/Ref sur les 
complexes ribonucléoprotéiques épissés. Cependant, seule UAP56 est essentielle à l'export de 
l'ARN, tant chez la drosophile que chez le nématode C. elegans (Gatfield et al., 2001 ; Gatfield et 
Izaurralde, 2002 ; MacMorris et al., 2003 ; Longman et al., 2003), ce qui suggère de surcroît le 
rôle fondamental de cette protéine, indépendamment d'Aly/Ref, sur la fonction d'export de 
l'EJC. A noter qu'une classe de transcrits minoritaire dont l'export ne requiert que l'hétérodimère 
pl5 :TAP a néanmoins été identifiée. Bien que la voie UAP56, pl5, NXF1/TAP soit utilisée par une 
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grande majorité de transcrits, il existe, comme pour le NMD, différentes associations protéiques 
permettant d'assurer l'export de l'ARNm du noyau au cytoplasme (Herold et al., 2003). 
c- Initiation de la traduction 
L'impact de l'EJC sur l'efficacité de la traduction a été suggéré, là encore, par des observations 
précédant sa découverte. Plusieurs auteurs avaient initialement rapporté que la présence 
d'introns dans un transcrit favorisait une synthèse protéique accrue. Autrement dit, les transcrits 
matures générés par épissage produisaient plus de protéine par molécule de transcrit que les 
transcrits non épissés (Matsumoto et al., 1998 ; Nott et al., 2003). Cet effet a été attribué aux 
protéines de l'EJC RNPS1, Y14, Magoh et Upf qui facilitent l'association des polysomes sur l'ARN 
épissé et « boostent » ainsi la traduction. Des expériences d'ancrage de ces protéines fusionnées 
à une étiquette MS2 sur un système rapporteur dépourvu d'intron, mais contenant les sites de 
liaison pour la protéine MS2, ont reproduit cette amplification de la traduction par les 
composants de l'EJC dans la lignée cellulaire HeLa (Nott et al., 2004). 
D'autre part, la protéine d'ancrage du complexe sur l'ARN, elF4A3, appartient à la famille des 
facteurs d'initiation de la traduction et présente 70% d'homologie avec elF4Al et elF4A2. Bien 
qu'elF4A3 inhibe la traduction dans certains cas, elF4A3 interagit avec elF4AG, un facteur 
essentiel à l'initiation de la traduction, et dans une moindre mesure avec elF4Al/2. Ce facteur 
est lié précocement à l'ARN, comme déjà évoqué plus tôt, et transite avec lui du noyau au 
cytoplasme, compartiment dans lequel il stimulerait la première ronde de traduction (Ferraiulo 
et al., 2004 ; Chan et al., 2004). La protéine hllpf3b possède également cette propriété, 
indépendamment de sa liaison au noyau de l'EJC (Kunz et al., 2006). 
Comment l'EJC interagit-il avec la machinerie traductionnelle ? Des études se sont ultimement 
attachées à l'étude du mécanisme stimulateur de la traduction exercé par l'EJC. La protéine PYM 
liant simultanément l'ARN épissé et l'hétérodimère Y14/Magoh dans le cytoplasme est retrouvée 
également associée à la sous-unité 40S du ribosome (Fig. 13). Ces interactions simultanées sont 
respectivement engagées par les domaines N et C-terminaux de PYM. PYM est retrouvée dans 
les complexes de pré-initiation de la traduction avec les protéines elF4G, elF4Al, eiF3h et S6 et 
co-précipite avec la protéine CBP80 liant la coiffe 5' de l'ARN dans le cytoplasme, ce qui suggère 
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son implication durant une première ronde de traduction. (Diem et al., 2007). PYM participe 
ensuite au recyclage du complexe EJC, par déstabilisation de la liaison Y14/Magoh et 














Fie. 13 : Représentation schématique de l'assemblage, du transport et de la dissociation de l'EJC de 
l'ARN. Figure tirée de Oostie et Dreyfuss, 2002 
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Une dernière étude a impliqué la protéine SKAR dans le lien entre EJC et stimulation de la 
traduction. SKAR (S6K1 Aly/Ref-like substrate), un régulateur de la croissance cellulaire de 
fonction alors inconnue, s'associe aux complexes ribonucléoprotéiques épissés et liés par CBP80, 
et sa localisation coïncide avec la position de l'EJC. L'inhibition de SKAR, S6K1 et elF4A3 induit 
dans les trois cas une baisse de l'efficacité de la traduction et ces évidences mettent en lumière 
l'existence d'une voie de signalisation SKAR-EJC-mTOR/S6Kl stimulant la traduction. Le 
recrutement initial du ribosome constituant généralement une étape limitante, la voie EJC-mTOR 
aurait pour fonction d'assurer l'efficacité de l'initiation, afin de stimuler les rondes de traduction 
subséquentes, et la synthèse protéique globale (Ma et al., 2008). 
d - Régulation de l'épissage 
Le rôle de régulateur d'épissage de certains facteurs de l'EJC est connu, bien que cette fonction 
n'ait été attribuée que très récemment, durant l'année précédent la rédaction de ce manuscrit, 
aux protéines appartenant au noyau central, elF4A3 et Y14/Magoh, et pourrait néanmoins 
refléter une régulation indirecte (Roignant and Treisman, 2010; Ashton-Beaucage et al., 2010). 
Les protéines SRml60 et RNPS1 agissent comme co-activateurs d'épissage. SRml60 ne possède 
pas de RRM, mais interagit avec différentes protéines SR grâce à son domaine RS et les snRNPs 
U1 et U2, stimulant l'épissage de certains transcrits (Blencowe et al., 1998). RNPS1 possède un 
RRM et agit également en coopération avec plusieurs protéines SR telles que p54 et hTra2p 
(Mayeda et al., 1999 ; Sakashita et al., 2004). 
De plus, RNPS1 est un composant du complexe ASAP (Apoptosis and Splicing Activating Proteins) 
qui comprend les protéines Acinus et SAP18 et exerce une régulation de l'épissage opérant 
durant l'exécution de l'apoptose (Schwerk et al., 2003). Acinus, comme RNPS1 possède un RRM 
et son association avec le spliceosome suggérait sa fonction sur l'épissage (Zhou et al., 2002). 
SAP18, dépourvue de RRM, influence la sélection de sites d'épissage en stabilisant le complexe 
ASAP et pourrait servir d'adaptateur, entre ses partenaires Acinus et RNPS1 et d'autres protéines 
de liaison à l'ARN régulatrices. En effet, SAP18 fusionnée à la protéine MS2 module l'inclusion 
d'un exon lorsque ce système rapporteur contient les sites de liaison pour MS2 (Singh et al., 
2010). 
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Cette fonction régulatrice de l'épissage a été dernièrement associée aux protéines qui 
composent le pré-EJC, à savoir elF4A3 complexée à l'hétérodimère Y14/Mago. Deux études 
indépendantes ont confirmé le rôle nécessaire de ces facteurs pour l'épissage adéquat des 
transcrits MAPK. A plus grande échelle, la déplétion des protéines du pré-EJC chez la drosophile 
induit des événements d'exclusion d'exons bordés de longs introns, pour une classe de transcrits 
majoritairement localisés dans des régions constituées d'hétérochromatine. Bien que le 
mécanisme précis utilisé par l'EJC pour la régulation de l'épissage de MAPK demeure spéculatif, 
un rôle sur la définition d'exon a été proposé. Le pré-EJC, assemblé en amont du site 5' durant 
l'épissage, pourrait interagir avec d'autres facteurs qui faciliteraient la reconnaissance du site 3' 
situé en amont (Roignant and Treisman, 2010 ; Ashton-Beaucage et al., 2010). Cependant, et par 
contraste avec les travaux présentés dans le premier chapitre de cette thèse, ces études ne 
permettent pas de conclure à une intervention directe des protéines de l'EJC dans la régulation 
de l'épissage alternatif. 
Le concept d'un EJC intervenant à des étapes de maturation de l'ARNm postérieures à l'épissage, 
et comme une conséquence de ce processus, est remis en question par ces récentes observations. 
Il faut cependant garder à l'esprit que ces protéines sont recrutées par le spliceosome 
précocement, avant leur dépôt sur l'ARNm. elF4A3 est retrouvée associée à la jonction exonique, 
avant la complétion de la deuxième étape de la réaction d'épissage (Gehring et al., 2009). Il est 
ainsi aisément envisageable que les protéines nucléaires de l'EJC puissent participer à la 
régulation de l'épissage, avant d'être exportées vers le cytoplasme avec le transcrit. Le défi 
demeure à présent la compréhension des signaux cellulaires et des mécanismes qui dictent cette 
régulation de l'épissage EJC-dépendante sur certaines classes de transcrits. 
e - Régulation de l'apoptose, du cycle cellulaire et du développement 
Comme évoqué dans la sous-section précédente, les composants de l'EJC agissent à différents 
stades de maturation d'ARN cibles participant dans certains cas à l'activation d'une voie de 
signalisation ou un programme cellulaire déterminé. Le complexe ASAP établit ainsi un lien entre 
épissage, EJC et apoptose (Schwerk et al., 2003 ; Joselin et al., 2006). De plus, la déplétion 
d'RNPSl par ARNi induit une accumulation de fragments d'ADN de haut poids moléculaire 
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caractéristique de l'exécution de l'apoptose (Li et al., 2007). Magoh et les autres protéines du 
pré-EJC participent également à l'embryogénèse, et plus particulièrement la neurogénèse, chez 
les vertébrés. La déplétion de ces facteurs engendre des anomalies de la division cellulaire des 
cellules souches neurales, induisant une microcéphalie dans un modèle transgénique murin. Ces 
anomalies résultent d'une apoptose neuronale massive causée par un défaut d'assemblage du 
fuseau mitotique et l'instabilité génomique (Silver et al., 2010). 
Durant ces années de thèse, je me suis attachée à préciser le mécanisme exercé par certains 
facteurs de l'EJC sur la régulation de l'épissage alternatif du transcrit Bcl-x, et proposer une 
argumentation justifiant l'expression accrue d'isoforme Bcl-xs ainsi que celle d'autres variants 
pro-apoptiques, corrélée à l'apoptose engendrée par la déplétion de ces facteurs. Cette 
régulation est directe sur Bcl-x et n'implique ni le mécanisme de NMD, ni l'export de l'ARN, 
typiquement associés à l'EJC (Chapitre 1). Le rôle régulateur d'épissage alternatif exercée par 
plusieurs composants du noyau de l'EJC, en particulier elF4A3, pourrait par ailleurs 
vraisemblablement être étendu à plusieurs autres transcrits impliqués dans la progression du 
cycle cellulaire. Les altérations de profils d'épissage retrouvées sur cette classe de transcrits 
expliqueraient les défauts de formation du fuseau mitotique et l'instabilité génomique associés à 
une baisse de niveau de certains constituants du noyau (Chapitre 2). Au final, nous proposons 
que la régulation de l'épissage alternatif par les protéines de l'EJC constituerait un point de 
contrôle pour la cellule : l'expression optimale de ces facteurs coordonne le cycle cellulaire et 
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Avant-Propos 
Ce premier chapitre de thèse est constitué d'un article dont je suis le premier auteur. En raison 
de la nature du criblage initial initié à moyen débit au LGFUS, les personnes listées ont apporté 
une contribution technique à ces travaux, hormis les cinq derniers auteurs dont la contribution 
est essentiellement intellectuelle. 
Mon directeur de thèse et moi-même avons « designé » expérimentalement les expériences. J'ai 
réalisé l'essentiel de ces expériences (en dehors de la partie robotisée), que j'estimerais à 4/5 du 
travail, analysé les données et construit chacune des figures de cet article. Ma participation à 
l'écriture de l'article a été limitée à certaines sections, la majeure partie ayant été assurée par 
mon directeur de thèse, Benoit Chabot. 
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RÉSUMÉ 
Plusieurs régulateurs de l'apoptose incluant Bcl-x sont épissés de façon alternative afin de 
produire des isoformes de fonctions antagonistes. Nous avons utilisé un criblage à l'ARN-
interférence ayant pour objectif de préciser les mécanismes moléculaires contrôlant l'expression 
des variants d'épissage du transcrit Bcl-x dans les cellules humaines. La déplétion de plusieurs 
protéines du complexe exon-jonction (EJC), notamment celles du noyau central, Y14 et elF4A3, 
ainsi que des protéines auxiliaires RNPS1, SAP18 et Acinus, favorise l'expression du variant pro-
apoptotique Bcl-xs. A l'opposé, la déplétion des composants de l'EJC impliqués dans l'export de 
l'ARN (UAP56, Aly/Ref, TAP) et de ceux initiant l'exécution du NMD (MLN51, Upf3b, Upf2 et 
Upfl) n'a aucun impact. Par ailleurs, les deux sous-groupes de protéines de l'EJC, appartenant au 
noyau central ou facteurs auxiliaires, modulent l'épissage alternatif de Bcl-x à travers des 
éléments cis distincts respectivement localisés en aval et en amont du site d'épissage xs distal, 
suggérant d'emblée une activité distincte de celle de l'EJC conventionnel. En accord avec la 
nature directe exercée par ces protéines sur le contrôle de l'épissage, les constituants de l'EJC 
s'associent préférentiellement avec l'ARN pré-messager Bcl-x, interagissent précocement avec 
un transcrit modèle produit in vitro (avant l'assemblage des complexes d'épissage ATP-
dépendants), et modulent spécifiquement l'épissage alternatif de Bcl-x lorsqu'ajoutés à un 
extrait nucléaire. Par ailleurs, la déplétion d'Y14, elF4A3, RNPS1, SAP18 et Acinus stimule la 
production d'autres variants d'épissage pro-apoptotiques, suggérant que ces composants de 
l'EJC agissent à la manière de régulateurs de l'apoptose, à travers un contrôle de l'épissage 
alternatif. 
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ABSTRACT 
Several apoptotic regulators including Bcl-x are alternatively spliced to produce isoforms with 
opposite functions. We have used an RNA interference strategy to map the regulatory 
iandscape controliing the expression of the Bcl-x splice variants in human cells. Depleting 
proteins known as core (Y14, elF4A3) or auxiliary (RNPS1, Acinus, SAP18) components of the 
exon junction complex (EJC) improved the production of the pro-apoptotic Bcl-xS splice 
variant. This effect was not seen when we depleted EJC proteins that typically participate in 
mRNA export (UAP56, Aly/Ref, TAP), or that associate with the EJC to enforce non-sense 
mediated RNA decay (MNL51, Upfl, Upf2 and Upf3b). Core and auxiliary EJC components 
modulated Bcl-x splicing through différent c/s-acting elements, further suggesting that this 
activity is distinct from the established EJC function. In support of a direct rôle in splicing 
control, recombinant elF4A3, Y14 and Magoh proteins associated preferentially with the 
endogenous Bcl-x pre-mRNA, interacted with a model Bcl-x pre-mRNA in early splicing 
complexes, and specifically shifted Bcl-x alternative splicing in nuclear extracts. Finally, the 
depletion of Y14, elF4A3, RNPS1, SAP18 and Acinus also encouraged the production of other 
pro-apoptotic splice variants, suggesting that EJC-associated components are important 
regulators of apoptosis acting at the alternative splicing level. 
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INTRODUCTION 
Nearly ail multi-exon genes in the human genome are subjected to alternative splicing (51, 77). 
In addition to producing proteins with distinct activities (47, 68), alternative variants with 
frameshifts or stop codons can also have important regulatory functions (78). For example, to 
establish homeostatic levels of alternative splicing regulators, many genes produce splice 
variants that get degraded through nonsense-mediated RNA decay (NMD) (31, 46, 59). This tight 
control is important because perturbations created by the aberrant expression of splicing 
regulators are associated with human diseases like muscular dystrophy and cancer (18, 27, 75). 
Apoptotic genes are often regulated through alternative splicing (61), and many examples 
occur in the Bcl-2 family of apoptotic regulators (13, 26). Anti-apoptotic (e.g., Bd-2, Mcll, Bcl-xL) 
and pro-apoptotic (e.g., Bax, Bim, Bcl-xS) Bcl-2 members usually differ in the number and variety 
of BH domains that they contain (80). Alternative usage of two competing 5' splice sites (5'ss) 
produces the anti-apoptotic Bcl-xL regulator and the shorter pro-apoptotic Bcl-xS variant lacking 
one BH domain (5) (Fig. 1A). Bcl-xL is highly expressed in cancer tissues ; its overexpression 
confers résistance to apoptotic stimuli and favors metastasis (6, 19, 49). In contrast, Bcl-xS can 
induce apoptosis and alleviate multidrug résistance (11, 41 ). Because Bcl-x splicing likely 
integrates the opposing actions of a multitude of pathways that affect survival and apoptosis, the 
mechanisms governing this important splicing décision must be subjected to tight control. For 
this reason, the regulatory aspects of Bcl-x splicing have received more attention recently. 
The production of Bcl-xS is stimulated by ceramide, a regulator of stress response (37). 
One sequence element mediating this régulation is bound by SAP155, and activation of protein 
phosphatase 1 by ceramide has been proposed to dephosphorylate and inactivate SAP 155 (10, 
36). The phosphorylation of Sam68 by the Fyn kinase also stimulâtes the expression of Bcl-xS, 
and hnRNP Al can cooperate with Sam68 to improve the production of Bcl-xS (53). An intronic 
région downstream of the Bcl-xL 5'ss is required to modulate the expression of Bcl-x splice 
variants when cells are treated with growth factors (34). We have identified four régions in Bcl-x 
exon 2 that contribute to splicing control (Fig. SI). The B2 element is located downstream of the 
Bcl-xS 5'ss where it interacts with the hnRNP F/H proteins to enforce splice site usage (17, 23). 
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The B3 element enhances the use of the Bcl-xL 5'ss through SRp30c, but also contains two 
pseudo 5'ss that antagonize splicing to the authentic site (12). B1 is located directly upstream of 
the pro-apoptotic Bcl-xS 5'ss, and is a composite element made up of adjacent and overlapping 
enhancers and silencers. hnRNP K binds to B1 to repress the production of Bcl-xS (55). A fourth 
element (SB1) located further upstream in exon 2 also represses the production of Bcl-xS (23). In 
293 cells, the activity of SB1 requires protein kinase C activity (PKC) (56), but the identity of 
proteins that binds to SB1 is currently unknown. 
Here we report that many factors commonly associated with the exon junction complex 
(EJC) control Bcl-x splicing décisions. Their splicing regulatory activity appears distinct from their 
usual EJC function because (1) core and auxiliary components regulate splicing through différent 
cis-acting elements, (2) proteins that normally associate with these EJC components to elicit 
mRNA export and non-sense mRNA decay (NMD) do not affect the production of Bcl-x isoforms, 
and (3) individual EJC components preferentially associate with the Bcl-x pre-mRNA rather than 
the spliced product, and can alter its alternative splicing in nuclear splicing extracts. Since 
lowering the levels of EJC components also favors the expression of pro-apoptotic splice variants 
in other genes, our results uncover an important new class of regulators of apoptosis acting at 
the splicing level. 
RESULTS 
Components more prevalently associated with EJC function affect the expression of Bcl-x splice 
variants. 
To identify proteins that regulate the production of the Bcl-xS and Bcl-xL mRNA splice forms, we 
used RNA interference to knockdown 61 RNA binding proteins (RBPs) selected from différent 
groups of proteins (hnRNPs, SR and other splicing regulators, constitutive splicing factors and a 
variety of RRM-containing proteins implicated in other aspects of RNA processing) (Table SI). To 
minimize potential off-target effects, we used two distinct and non-overlapping siRNAs per RBP 
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(Table S2). Depletion efficiencies were determined using real-time quantitative RT-PCR (qRT-
PCR), and only depletions of at least 50% were considered. We selected the prostate cancer PC-3 
and breast cancer MDA-MB-231 cell lines for this assay because we used them previously for the 
successful knockdown of Fox2 and several hnRNP proteins (75, 76). We define a hit as a change 
greater than 10% in the level of the Bcl-xS product obtained with the two siRNAs in two cell lines. 
The 10% change in splicing provides a Z-score above 1.5, which represents 1.5 standard 
déviations above or below the average variation observed for thousands of controls performed 
for ail splicing units in a variety of cell lines (76). This 10% threshold makes the assay more apt at 
detecting increases rather than decreases in the level of Bcl-xS since the endogenous levels of 
the Bcl-xS isoform is usually between 5 to 15% in these cells. 
As shown in Table SI, our analysis confirmed a rôle for hnRNP K in the production of Bcl-
x splice variants (55). hnRNP F and H are known regulators of Bcl-x splicing (23), but did not score 
as hits here because their knockdowns promoted a réduction in Bcl-xS that was below the 10% 
cut-off. In contrast, Sa m 68 and hnRNP Al, which have been described as upregulators of Bcl-xS, 
had no impact, but this may reflect cell line specificity since the original report was made using 
HEK293 cells (53). RNPS1 and Y14 were the only other RBPs whose depletion increased the level 
of Bcl-xS by more than 10% in the two cell lines (Fig. 1B). Similar shifts were observed by 
depleting RNPS1 and Y14 in 293 and HeLa cells (Fig. 1B). Because our previous work on Bcl-x was 
performed mostly in 293 and HeLa cells, we used these cells for subséquent analyses. 
Y14 and RNPS1 are components of the exon junction complex (EJC) ; Y14 is part of the 
core EJC with e!F4A3 and Magoh, while RNPS1 is an auxiliary factor (32). We asked if other core 
EJC components also affected Bcl-x splicing. Knocking down elF4A3 increased the relative 
expression of Bcl-xS in HeLa and 293 cells (Fig. 1C and Fig. S2). We attempted the depletion of 
Magoh with at least three différent siRNAs but only obtained marginal (less than 50%) 
knockdown efficiencies. Nevertheless, in these conditions we noted consistent increases in Bcl-xS 
levels that varied between 5 and 10% (not shown). Likewise, depleting SAP18 and Acinus, which 
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FIG.l EJC components modulate the ratio of Bd-x splice forms in différent cell iines in a NMD-
independent manner. 
(A) Diagram representing the structure of the Bcl-x gene and its splice variants. (B) Impact of 
depleting Y14 and RNPS1 in MDA-MB-231, PC-3, 293 and HeLa cells on the relative abundance of 
Bcl-x mRNA splice forms. The percentage of Bcl-xS is indicated below each lane. (C) RNAi assays 
were extended to other core and auxiliary EJC components. Two différent siRNAs per gene (black 
and white boxes) were transfected for 72 hours in 293 and HeLa cells to investigate the impact of 
these depletions on the Bcl-x splicing profile. Experiments were done in triplicates and standard 
déviations are shown. Western analyses are shown on the right. (D) The samples generated in 
panel C were investigated for changes in the expression of TIMM8B and ILK splice forms. 
Isoforms contaîning a prématuré stop codon (PTC) are indicated. (E) HeLa cells transfected with 
siRNAs targeting Upfl, Upf2 and Upf3b were investigated for changes in the expression of Bcl-x, 
TIMMB8, ILK and CPNE2 splice variants. 
The change in Bcl-x mRNA splice forms mediated by the depletion of EJC components 
could be due to différent mechanisms. Since mRNA export factors (Aly/Ref, UAP56, pl5, TAP) are 
recruited by the EJC (32, 81), an export defect may unbalance the production of Bcl-x isoforms. 
To address this possibility, we knocked down TAP, Aly/Ref and UAP56 in HeLa cells. Although we 
have not verified if the efficient depletion that was achieved in ail cases was sufficient to 
compromise mRNA export, the impact on the production of Bcl-x variants was minimal (no effect 
or less than 5% in most cases) (Fig. 1C), suggesting that defective mRNA export was unlikely to be 
the major cause for the increase in Bcl-xS when elF4A3, Y14, RNPS1, SAP18 and Acinus are 
depleted. 
Although Bcl-xS and Bcl-xL share the same stop codon, EJC components may recruit NMD 
effectors specifically on the Bcl-xS mRNA to reduce its level. Alternatively, NMD may impact the 
relative levels of Bcl-x splice forms indirectly by changing the levels of alternative splicing 
regulators that are controlled by NMD (8, 31, 46, 50, 59, 78). We considered the above 
possibilities unlikely because the depletion of EJC components was not sufficient to alter the 
level of the splice variants that contained a prématuré termination codon (PTC) from TIMM8B, 
ILK and CPNE2 (Fig. 1D). In addition, the knockdown of elF4A3, Y14 and RNPS1 did not promote 
major changes in the expression of known splicing regulators of Bcl-x (hnRNP Al, K, F/H and 
SRp30c) based on western analyses performed in HeLa and 293 cells (Fig. S3). To conclusively 
assess the contribution of the NMD pathway, we tested the impact of depleting Upfl, Upf2 and 
Upf3b in HeLa cells. Upfl is also required for the Staufen 1-mediated and replication-dependent 
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histone mRNA turnover pathways (reviewed in réf. 29). For this assay we obtained HeLa RNA 
samples used previously to report the global effects of Upfl, Upf2 and/or Upf3b on a variety of 
alternative splice isoforms (59) (kindly provided by B. Blencowe and L. Maquat). Less than 5% of 
Upf proteins remain in these treated cells (59). Using these samples, we confirmed that the PTC-
containing mRNA isoforms from TIMM8B, ILK and CPNE2 genes were stabilized (Fig. 1E). Notably, 
the relative level of the Bcl-x splice forms remained unchanged in the same samples (Fig. 1E), a 
strong indication that NMD does not directly or indirectly alter the relative level of the Bcl-x 
mRNA isoforms expressed within this experimental time frame. Also, the knockdown of the 
predominantly cytoplasmic protein MLN51 (a.k.a., CASC3) (confirmed to be superior to 50% by 
western analysis and qRT-PCR) did not alter Bcl-x splicing (see Fig. 1C and Fig. S2). Since MNL51 
has been proposed to bridge the EJC to Upfl (24), this resuit supports the view that the change 
in Bcl-x splice variants elicited by many EJC components is NMD-independent. 
A change in Bcl-x splice forms may also resuit from a différence in cytoplasmic stability 
that is unrelated to NMD. To address this possibility, we monitored the Bcl-x ratio of splice 
variants after blocking transcription with actinomycin D and DRB (Fig. S4). These treatments 
antagonized the shift towards Bcl-xS induced by depleting RNPS1 and Y14 (although these results 
are more appréciable in HeLa cells for RNPS1 due to a smaller RNPS1 knockdown efficiency in 
293 cells), indicating that a change in the relative levels of Bcl-x splice variants requires active 
transcription. Thus, differential cytoplasmic stability does not appear to make a major 
contribution in changing the levels of the Bcl-x mRNA splice variants when RNPS1 and Y14 are 
depleted. 
Overall, our results suggest that several proteins associated with EJC function may also 
regulate Bcl-x splicing. RNPS1, SAP18 and Acinus have already been implicated in a few cases of 
splicing modulation in vivo or in vitro (38, 58, 60, 67). Notably however, the auxiliary EJC 
components UAP56 and SRml60, which have been functionally associated with splicing before 
being implicated in EJC function (4, 22, 62 ), did not alter the Bcl-x splicing profile when depleted 
(Fig. 1C and data not shown). More recently, two studies reported that core components of the 
EJC could regulate the generic splicing of MAPK and other long intron-containing transcripts in 
Drosophila (1, 57). Thus, EJC factors may therefore accomplish multiple functions to coordinate 
différent processes. It is unlikely however that the EJC-mediated régulation of Bcl-x is caused by 
the large size of the intron downstream of exon 2 (greater than 55 Kb in humans) because, as will 
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be seen below, a minigene carrying a shortened intron of 1.3 Kb can mimic the response of 
endogenous Bcl-x when the levels of EJC components are altered. 
RNPS1 and core EJC proteins control Bcl-x splicing through distinct c/s-acting elements. 
The depletion of EJC components stimulâtes the production of Bcl-xS, suggesting that 
these factors normally repress the use of the Bcl-xS 5' splice site. The 361-nt long c/s-acting 
repressor sequence SB1 is located approximately 200 nt upstream of the Bcl-xS 5' splice site (Fig. 
2A), but the identity of the factor(s) that mediates this repression is unknown (56). To verify if 
RNPS1, Y14 and elF4A3 act through the SB1 element, we tested the impact of their depletions 
using Bcl-x minigenes containing or lacking SB1 (X2 and X2.13, respectively). As shown in Fig. 2B 
and Fig. S5, depleting RNPS1 in 293 cells shifted splicing towards the production of Bcl-xS on X2 
but not on X2.13 transcripts, indicating that RNPS1 requires the SB1 portion for activity. This SB1 
requirement was confirmed by expressing recombinant FLAG-RNPSl (kindly provided by M. 
Hentze), which shifted Bcl-x splicing on X2 but had a slight opposite effect on X2.13 (Fig. 2C and 
Fig. S5). Notably, the impact of expressing FLAG-RNPSl was similar to a depletion of RNPS1. 
While the presence of the FLAG epitope has not previously been associated with altered RNPS1 
activity, overexpression of RNPS1 may possibly titrate other components if RNPS1 function is 
achieved in the context of a regulatory complex. 
To better define the portion of SB1 that confers régulation by RNPS1, we tested a variety 
of deletion and substitution mutants. We attempted to perform these experiments in the 
context of a RNPS1 depletion. However, since our analysis in 293 cells produced a 10% 
differential between knockdown and mock for X2 and X2.13 (Fig. 2B), it was difficult to extract 
statistically significant results from intermediate values (data not shown). Instead, we relied on 
overexpressing RNPS1 which provides a more robust differential (20%) (Fig. 2C). Mutants A9-12 
and A13-19 lack adjacent 40 and 70-nt portions in SB1 (Fig. 2D). While the production of Bcl-xS 
was improved with A13-19, FLAG-RNPSl increased Bcl-xS usage on the A9-12 mutant, but had 
little impact on the A13-19 mutant (Fig. 2D). Six 10-nt deletion mutants were next produced from 
the 13-19 région of SB1; A16, A17, A18 and A19 ail individually stimulated the production of Bcl-
xS and only A18 was refractory to a further increase when FLAG-RNPSl was co-expressed (Fig. 
2D). Because an RNPS1 effect may be obscured by the strong impact of the A18 mutation, we 
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tested a substitution mutation for the same région (sl8) whose effect on Bcl-x splicing was not as 
strong as A18. Co-expressing FLAG-RNPS1 did not improve the production of Bcl-xS on sl8, 
suggesting that région 18 plays an important rôle in mediating the activity of RNPS1. 
FIG.2 EJC components require distinct c/s-acting elements to modulate Bcl-x pre-mRNA 
splicing. 
(A) Structure of the Bcl-x minigenes. X2 differs from X2.13 by the presence of the SB1 element 
(underlined, 361 nt) located at the 5' end of exon 2 (Ex2) {Revil, 2007 #2675}. Derivatives of 
X2.13 lacking the 50 nucleotides-long B1 or the 77 nucleotides-long B2 elements are also shown 
{Garneau, 2005 #2657}. P = promoter. (B) RT-PCR analysis of minigene expression was carried 
out in 293 cells treated with siRNAs targeting RNPS1, Y14, elF4A3 and PYM followed by 
transfection of the Bcl-x minigenes. (C) RT-PCR analysis of Bcl-x expression in 293 cells was 
carried out after co-transfecting FLAG-RNPS1, FLAG-Y14 and FLAG-PYM constructs with the Bcl-x 
minigenes. (D) Diagram of the SB1 element and of the various 40 bp (A9-12), 70 bp (A13-19) and 
10 nt A13 to A19) deletion mutants tested. Plasmid transfection was performed in 293 cells in 
the absence or the presence of the FLAG-RNPS1 plasmid. To illustrate the impact of the mutant 
and that of RNPS1 co-expression, Bcl-x splicing is expressed as the percentage of the Bcl-xS 
isoform. sl8 represents a substitution mutation. (E) RT-PCR analysis of Bcl-x alternative splicing 
in 293 cells transfected with a siRNA targeting Y14 and then with minigene X2.13 and versions 
lacking the B1 or B2 elements. RT-PCR was performed to amplify the Bcl-x isoforms produced 
from the minigenes. Bar graphs in panels B, C and E show the positive or negative différence in 
the production of Bcl-xS in cells where the expression of specific EJC components was increased 
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In contrast, the depletion of Y14 and elF4A3 in 293 cells modulated the splicing of both 
X2 and X2.13 (Fig. 2B and Fig. S5). As a further indication that SB1 is not essential for the activity 
of EJC core components, we observed that knocking down PYM, a protein that sequesters Y14 
(25), increased the relative level of endogenous Bd-xL (not shown), and that this increase was 
also seen when the knockdown of PYM was tested on the Bcl-x minigenes X2 and X2.13 (Fig. 2B 
and Fig. S5). Expressing FLAG-PYM (a kind gift of M. Hentze and N. Gehring) stimulated the 
expression of Bcl-xS on both X2 and X2.13 (Fig. 2C and Fig. S5). Although the impact of expressing 
FLAG-Y14 (provided by N. Gehring and M. Hentze) was stronger on X2, FLAG-Y14 was clearly 
active in the absence of SB1 (Fig. 2C and Fig. S5). Similar to RNPS1, the FLAG-Y14-induced splicing 
shift occurred in the same direction as the knockdown, suggesting a titration effect and the 
existence of regulatory complexes. To identify a région on the Bcl-x pre-mRNA required for the 
activity of Y14, we tested deletion mutants (Fig. 2A) (23). Removing the B1 element did not 
prevent the Y14-associated increase in Bcl-xS, but deleting the 77 nt-long B2 element abrogated 
this increase and favored the expression of Bcl-xL (Fig. 2E). 
Thus, différent sequences mediate the activity of EJC components; RNPS1 requires 
région 18 in the SB1 element, while Y14 requires the B2 element located nearly 300 nt 
downstream of région 18. Notably, région 18 and B2 are not directly upstream of a 5' splice site, 
at the usual position where EJCs would normally be deposited. Although the exact mechanism of 
régulation remains to be investigated, our results suggest that splicing activity requires distinct 
complexes whose positions are significantly différent from the established mode of assembly of 
the EJC. 
EJC components associate with the Bcl-x pre-mRNA and modulate splicing 
Our results suggest a direct rôle for EJC components in splicing régulation. If so, they 
should interact with the Bcl-x pre-mRNA. To determine if we can detect their interactions with 
the endogenous Bcl-x pre-mRNA, we performed immunoprecipitation assays under stringent 
conditions (incubation in the presence of 0.5 mg of tRNA and washing buffer containing 1 M 
urea) using a 293 whole cell extract and antibodies against various EJC components. RT-PCR 
assays on the recovered material were then performed to identify intron-containing and spliced 
portions of endogenous Bcl-x and the PTC-containing ILK transcripts. In the case of ILK, except for 
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elF4A3, the unspliced product was not recovered with antibodies against EJC components. In 
contrast, the association of elF4A3, Y14, Magoh, RNPS1 was detected on spliced ILK (Fig. 3A). The 
situation was reversed for Bcl-x since in the same recovered samples, antibodies directed at 
elF4A3, Y14, Magoh, RNPS1, Sm proteins of the snRNP proteins, but not against cytoplasmic 
PABP, recovered the intron-containing transcript but not the spliced product (Fig. 3A). Overall, 
these results indicate that EJC components associate with the Bcl-x pre-mRNA, consistent with 
their proposed rôles as regulators of Bcl-x splicing. 
FIG.3 EJC components associate with the Bcl-x pre-mRNA and modulate its alternative splicing. 
(A)The structure of the Bcl-x and ILK pre-mRNA is diagrammed and the positions of the primers 
used to amplify intron-containing (A-B pairs) or intron-lacking (A-C pairs) transcripts are shown. 
RT-PCR analysis was carried out after immunoprecipitating the RNA using a variety of antibodies 
in 293 total cell extracts. Sepharose-protein-A beads linked to antibodies against elF4A3, Y14, 
Magoh, RNPS1, Sm proteins (Y12) and PABP were added to extracts. Bound RNA was recovered 
after extensive washing, treatment with proteinase K and analyzed by RT-PCR using primers 
specific to Bcl-x or the PTC-containing ILK splicing unit. (B) Following incubation of Bcl-x and 
control hnRNP Al-derived (45) in Wfro-transcribed RNA in a HeLa nuclear extract, labeled RNA 
was immunoprecipitated with anti-elF4A3, anti-Y14 and anti-Magoh antibodies. Incubation was 
performed in splicing mixtures depleted of ATP. The amount of immunoprecipitated RNA was 
quantitated and plotted to show fold différence of precipitated material relative to control 
beads; a value of 1 indicating no différence. (C) In vitro splicing assay in HeLa nuclear extracts. 
Splicing assays were performed with 2 fmoles of the Bcl-x pre-mRNA S2.13 {Cloutier, 2008 
#2656} or RNA 45 (derived from hnRNP Al {Nasim, 2002 #2704}) in the presence of increasing 
amounts of His-tagged recombinant elF4A3 or Magoh-Y14AN {Ballut, 2005 #2722}. (D) Diagram 
of the B2 element and the subregions that define the AB2G, AB2.2 and AB2.1 deletion mutants. 
(E) In vitro splicing assays performed as in panel C using the recombinant Y14/Magoh mixture 
(left panel) or the recombinant elF4A3 (right panel). The Bcl-x pre-mRNAs tested are indicated as 
well as the final concentration of recombinant proteins. Bar graphs show différence in the 
production of Bcl-xS in Y14/Magoh or elF4A3 supplemented extracts relative to extracts 
receiving only buffer D. (F) Following the incubation of the various Bcl-x mutant pre-mRNA in a 
HeLa nuclear extract, labeled RNA was immunoprecipitated with anti-elF4A3. The percentage of 
immunoprecipitated labeled RNA (relative to input and subtracted from a mock 
immunoprecipitaion performed with each pre-mRNA) is plotted. 
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The core proteins elF4A3, Y14, and Magoh are components of late spliceosomal C and 
activated B complexes, but not the earlier A complexes (42). However, on the Bcl-x pre-mRNA, 
these interactions may occur earlier to regulate splice site choice. To address this possibility, we 
performed immunoprecipitation assays in HeLa nuclear extracts supplemented with our model 
Bcl-x pre-mRNA S2.13 (12). S2.13 is identical to X2.13 (Fig. 2A), except that it is synthesized in 
vitro using T3 RNA polymerase. We performed the immunoprecipitation using an extract 
depleted of ATP (14). In these conditions, we detected the association of EJC components with 
the Bcl-x pre-mRNA, while the recovery of a control pre-mRNA (45 RNA (45)) was similar to the 
level obtained with no antibodies (Fig. 3B). The same results were reproduced when ATP was 
depleted from the nuclear extract by hexokinase treatment as recommended (43) (data not 
shown). Thus, EJC components can interact specifically with a model Bcl-x pre-mRNA in 
conditions where spliceosome assembly is compromised. 
To test if EJC components could modulate the splicing of Bcl-x, we incubated S2.13 in HeLa 
nuclear extracts supplemented with purified recombinant elF4A3 or a mixture of recombinant 
heterodimer Magoh-Y14. The relative abundance of the Bcl-x splice forms was determined by 
RT-PCR following a 2 h incubation (12). The addition of elF4A3 and Magoh-Y14 shifted splicing in 
favor of Bcl-xS, thereby reproducing the impact of FLAG-Y14 in vivo (Fig. 3C). These shifts were 
consistently observed in several independent experiments and were specific since no shift 
occurred when the recombinant proteins were tested on the unrelated control pre-mRNA 45 
harboring competing 5'ss (Fig. 3C). While the amount of recombinant proteins added was 
elevated, micromolar levels correspond to the concentration of splicing regulators like SRp30c 
and PTB in our splicing extracts (52). These results therefore show that core components of the 
EJC can specifically affect the alternative splicing of Bcl-x in vitro. 
Our ability to reproduce in vitro the impact of components of the EJC core offered an 
opportunity to better delineate the regulatory sequence on the Bcl-x pre-mRNA using a set of 
mutant transcripts used previously in splicing extracts (23). First, we observed that the impact of 
recombinant elF4A3 on Bcl-x splicing in vitro required the B2 element because the shift towards 
Bcl-xS was lost completely when B2 was deleted (Fig. 3E, S6A), mimicking the in vivo results with 
Y14 (Fig. 2E). Second, we tested three deletion mutants (AB2G, AB2.2 and AB2.1; Fig. 3D) used 
previously to show that hnRNP F modulâtes Bcl-x splicing through the B2G région (23). Here, B2G 
was not essential for the Y14/Magoh-induced shift, but the flanking 26 nt B2E région appeared 
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critical (Fig. 3E, left panel and Fig. S6A). Identical results were obtained with elF4A3 (Fig. 3E, right 
panel and Fig. S6A), suggesting that elF4A3, Y14 and Magoh might form a complex on B2E to 
regulate Bcl-x splicing. We tested the elF4A3/B2E interaction by performing an anti-elF4A3 
immunoprecipitation in splicing extract using mutated transcripts (Fig. 3F). The assay shows that 
RNA recovery was most severely compromised when B2E was lacking. The same conclusion was 
reached when using an anti-Y14 antibody (Fig. S6B). The fact that elF4A3 and Y14 require the 
same element for activity and interaction suggests that they act as part of a complex that may 
also include Magoh. In contrast to Y14 and elF4A3, which act through the B2E element, RNPS1 
activity required the SBl région located several hundreds of nucleotides upstream. We took 
advantage of the RNA immunoprecipitation assay to ask whether we could detect in a nuclear 
extract an interaction between RNPS1 and this région of the Bcl-x pre-mRNA. As shown in Figure 
S6C, recovery of the transcript required SBl. 
Other apoptotic splicing events regulated by EJC components 
To identify other genes similarly regulated by EJC components, we monitored 96 alternative 
splicing events (ASEs) in apoptotic and cancer-related genes using a high-throughput RT-PCR 
platform (30, 64, 74-76). We looked for events that, like Bcl-x, would be affected by depleting EJC 
components, but not Upfl. Of the 54 ASEs that reacted to at least one knockdown, 16 did not 
react to a depletion of Upfl, including 5 ASEs (in Bcl-x, Bim, Lig3, Slit2 and Lgals9) that shifted 
with 4 or ail EJC knockdowns (Fig. 4A). In the case of Bim (a Bcl-2 family member also known as 
Bcl2lll), the splicing shift produces an isoform with more potent apoptotic activity (48). The 
depletion of Y14 also affected Mcll, another Bcl-2 family member. The Mcll splicing shift 
encourages the production of the shorter pro-apoptotic isoform McllS, whereas the longer 
McIlL variant is anti-apoptotic (2). Thus, the depletion of several EJC components co-regulates 
the alternative splicing of at least three Bcl-2 family members by promoting the synthesis of pro-
apoptotic splice variants. 
Depleting EJC components also elicited isoform shifts in the direction opposite to the one 
observed when Upfl was depleted, also suggesting splicing régulation. For a few units in this 
category {Tssc4, Capn3 and Sppl), at least two EJC components produced this effect. Finally, 
several ASEs responded similarly to a depletion in Upfl, Y14 and elF4A3, likely representing 
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direct or indirect NMD effects. Transcript-specific différences may arise because the depletions 
were partial and the threshold concentration for optimal assembly of a functional EJC may vary 
for différent transcripts. 
Depleting EJC components in 293 cells confirmed the behavior of ASEs in Mcll, Lig3, 
Capn3, Tssc4, Slit2, Fanca, Kitlg, and Lgals9 (data not shown). 
The splicing changes imposed by depleting individual EJC components favored the 
production of at least three pro-apoptotic isoforms. The splicing shifts that occurred is likely to 
be biologically relevant because (i) we could detect corresponding shifts in protein variants (Fig. 
S7), (ii) the 10-30% increases in Bcl-xS that we have obtained by knocking down EJC components 
are within the range of changes that have associated Bcl-xS with the promotion of apoptosis or 
the sensitization of cells to chemotherapeutic agents (41), (iii) the depletion of Y14, RNPS1 and 
elF4A3 stimulated the caspases-mediated cleavage of PARP in 293 and HeLa cells (Fig. S8A and 
Fig. S8B). (iv) the knockdown of elF4A3, Y14 and RNPS1 promoted apoptosis, as judged by 
staining for the apoptotic marker Annexin-V in HeLa and PC-3 cells (Fig. 4C and Fig. S9). This 
apoptotic signature is consistent with the observation that the depletion of elF4A3 and Y14 
respectively decreases cell growth (63) and promotes apoptosis in mouse mesothelioma cells 
(69). Depleting other RNA-binding proteins that did not modulate Bcl-x splicing did not elicit 
apoptosis (Table SI and Fig. S9). 
In a separate study, we have assessed the impact of specifically depleting the large anti-
apoptotic isoform of Mcll compared to both the long and the short pro-apoptotic variant. 
Interestingly, the siRNA-mediated depletion of the long Mcll isoform promoted PARP cleavage 
and apoptosis whereas this phenotype was reduced considerably when both isoforms were 
depleted (54). These results suggest that the splicing shifts that favor the production of pro-
apoptotic variants have an important phenotypic impact. 
Since the activation of caspases can alter the integrity of splicing regulatory components, 
which in turn can affect alternative splicing (9, 15, 20), we assessed whether the Bcl-x splicing 
shift was caspases-dependent. 293 and HeLa cells were pre-treated with z-VAD-fmk, a pan-
caspase inhibitor that compromises PARP cleavage. z-VAD-fmk has no basai effect on Bcl-x 
splicing and, importantly, did not antagonize the switch in Bcl-x splicing induced by the depletion 
of RNPS1 and Y14 (Fig. S8C). This resuit indicates that the Bcl-x splicing shift is independent of 
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the activation of caspases, consistent with the notion that individual EJC components or 
subcomplexes directly affect the alternative splicing of Bcl-x. 
FIG.4 EJC components control a network of splicing events linked to apoptosis. 
A) RT-PCR analysis monitoring the alternative splicing of 54 units following the knockdown of EJC 
components and Upfl in HeLa cells. Total RNA was extracted from HeLa cells 72 hours after 
transfection with siRNAs. The colored boxes represent significant shifts (minimum 10%) in PSI 
(Percent Splicing Index). The "PTC" column indicates the presence of a prématuré termination 
codon introduced by alternative splicing either by inclusion or exclusion. If the PTC is located 
more than 50 nucleotides upstream of an exon-exon junction, it is predicted to be a target for 
NMD and hence the event is indicated as a black box (NMD substrate). If the PTC is located 
within the 50 nucleotides upstream of the exon-exon junction, or downstream of the last exonic 
junction, the transcript is assumed to escape NMD (NMD immune) and is indicated as a grey box. 
(B) Venn diagram showing the number of transcripts regulated by Y14, elF4A3 and UPF1. 
Transcripts are considered co-regulated by two or three of these proteins only if the splicing ratio 
shifts in the same direction upon depletion of the proteins. (C) Annexin-V assay in PC-3 cells 
transfected with siRNAs targeting EJC components. Cells were immunostained for annexin-V 
(red) and nuclei were labelled with Hoechst (blue) {Sudo, 2010 #2863}. The percentage of 
apoptotic cells was quantitated (bottom graph) and compared to various controls (lipofectamine 
alone, control siRNA and a variety of siRNAs (2 siRNAs each) targeting Y14, elF4A3 and the RNA 
binding proteins CDC5L, EWSR1 and KHSRP that display splicing regulatory activity {Min, 1997 
#140; Lleres, #2875; Dutertre, 2010 #2876}, but do not affect Bcl-x alternative splicing (Table 
SI). 
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FIG.4 EJC components control a network of splicing events linked to apoptosis. 
DISCUSSION 
Splicing décisions affecting Bcl-x have a profound impact on cell fate since its splice 
variants are antagonistic and can either promote or inhibit cell death. An RNAi screen aimed at 
further exploring Bcl-x splicing régulation identified elF4A3, Y14, RNPS1, SAP18 and Acinus as 
controlling the relative proportion of Bcl-x splice variants. Although the above proteins are ail 
components of the exon junction complex (EJC), which is deposited on the mRNA concomittently 
with splicing to coordinate mRNA export and surveillance, the depletion of other proteins 
implicated in mRNA export (UAP56, Aly/Ref, TAP) and mRNA surveillance (MLN51 and the Upf 
proteins) did not alter the relative levels of the Bcl-x splice variants. 
A more direct participation of these proteins in splicing control is also supported by the 
observations that RNPS1, elF4A3, Y14 and Magoh associated more prevalently with the 
endogenous Bcl-x pre-mRNA than with spliced products, and that recombinant versions of these 
proteins specifically altered Bcl-x splice site selection in splicing extracts. 
One intriguing question is whether the splicing modulatory activity of these proteins is in 
any way associated with their function as components of the EJC. While the EJC is deposited on 
the mRNA at the time of splicing, the core proteins elF4A3, Y14 and Magoh are found in late 
spliceosomal C and activated B complexes, but not in earlier A complexes (42). A pre-EJC 
complex made up of elF4A3, Magoh and Y14 is most likely assembled before exon ligation, 
providing a binding platform for auxiliary components (24). Although it is not known if low levels 
of EJC components can reprogram splicing décisions within the spliceosome, our results indicate 
that, in the case of Bcl-x, the interaction of these factors occurs in a manner that is distinct from 
the conventional EJC assembly mode. First, core EJC components associate with the pre-mRNA 
when ATP is depleted, suggesting an interaction before assembly of complex A. Second, splicing 
régulation by core and auxiliary EJC components acts through distinct c/s-acting elements. While 
RNPS1 activity required a région in SB1 located more than 250 nt upstream of the Bd-xS 5'ss to 
which it could interact, Y14/Magoh and elF4A3 acted through and interacted with an element in 
B2 located downstream of the Bcl-xS 5'ss. Thus, the requirement for régions separated by 
approximately 300 nt that did not correspond to the expected déposition sites for EJCs (i.e., 20-
24 nt upstream of a splice junction) suggests that these components are assembled on the Bcl-x 
pre-mRNA distinctly from the typical mode of assembly of EJCs. 
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It will be interesting to explore the molecular mechanisms by which régulation of splice 
site seleçtion is enforced by these factors. One model is that subcomplexes made up of core and 
auxiliary components would assemble independently at B2 and SB1. elF4A3, Y14 and Magoh 
activity required the same région in B2, suggesting the existence of a bound complex. As for 
RNPS1, which acts through the SB1 région, it has been described as a component of ASAP, a 
complex that contains Acinus and SAP18, and that can modulate splicing in vitro (60). The RNA 
binding ability of elF4A3 and RNPS1 may therefore trigger the assembly of distinct complexes 
that may individually impact the use of the Bcl-xS 5'ss. Another interesting model is that the 
individual subcomplexes at SB1 and B2 would interact to form a EJC-like complex that would now 
impose modulation of splice site seleçtion by looping out the 5'ss, in a manner similar to the 
model that we proposed for repression of 5'ss usage by hnRNP proteins (21, 35, 45 ). 
EJC components regulate a group of alternative splicing events in apoptotic genes 
Ail five EJC components that we tested, but not Upfl, also affected the proportion of Bim splice 
variants, whereas the depletion of Y14 affected that of Mcll. Bim and Mcll encode proteins that 
like Bcl-x belong to the Bcl-2 family of apoptotic regulators. The shift occurred in the direction of 
the most potent pro-apoptotic form of Bim and switched splicing from the anti-apoptotic MCL1L 
to the pro-apoptotic MCL1S variant. The depletion of EJC components also favored the 
production of a splice variant for the DNA repair gene Lig3 that lacks the initiation codon. Since 
Lig3 is degraded by calpain during cell death induced by DNA damaging agents (7), preventing its 
synthesis by producing a non-coding variant links the control of splicing by EJC components with 
genomic instability and apoptosis. Moreover, the depletion of core EJC components promoted 
exon 6 skipping on the intracellular cysteine protease calpain 3, whereas the depletion of Upfl 
encouraged the expression of the exon 6-induded form. Although the exon 6-lacking variant has 
distinct substrate specificity (28), it is not known if this calpain variant deaves LIG3 more 
efficiently. Overall, decreasing the levels of EJC components therefore shifts splicing in favor of 
pro-apoptotic splice forms, a situation that may explain why the depletion of EJC components 
induced apoptosis in ail the cell lines that we have studied. 
What could be the advantage of using components of the EJC to control the alternative 
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splicing of apoptotic regulators ? Approximately 10% of the human transcriptome is regulated by 
NMD (40). The NMD pathway eliminates mRNAs containing prématuré stop codons (PTCs) (33, 
39). This task requires that components of NMD machinery be produced in sufficient amounts. 
Thus, the régulation of alternative splicing by EJC components may function as a checkpoint to 
insure that NMD is fully operational ; a decrease in the level of these components would alter 
the alternative splicing of key apoptotic regulators and trigger apoptosis. Interestingly, casein 
kinase 2, an enzyme that activâtes RNPS1 is overexpressed in many types of cancer (72, 73) and 
depleting casein kinase 2 promotes apoptosis (79). In addition to apoptosis, EJC components may 
similarly control other pathways related to cell growth. A likely candidate would be cell division 
since the knockdown of core EJC components cause spindle defects in neural stem cells (65). In 
addition, Moore et al. recently observed coordinated apoptotic splicing switches in Bcl-x and 
Mcll upon inhibition of key cell cycle factors connected to aurora kinase A and other regulators 
of cell division and mitotic spindle assembly (44). This study also identified Y14 as a regulator of 
Bcl-x and Mcll alternative splicing. Finally, two recent studies in Drosophila indicate that 
defective expression of core EJC components elicits a splicing defect that reduces the level of 
MAPK, a signaling protein important for cell prolifération, differentiation and survival (1, 57). 
Notably, the splicing of large introns was also more frequently compromised in Drosophila cells 
depleted of EJC core components. Although the regulated 5' splice sites in the human Bcl-x gene 
are bordering a large 50-kb intron, this does not appear to be an essential characteristic in the 
mammalian system since we could not detect a bias for long introns in the human target units, 
and régulation was reproduced with a Bcl-x minigene carrying a small intron. 
Our results highlight the importance of maintaining appropriate levels of specific EJC 
components. Failure to do so alters the splicing régulation of several apoptotic genes and 
promotes cell death. Targeting EJC components may therefore represent an interesting 
anticancer strategy because in addition to favoring the accumulation of harmful products it 
should encourage the production of pro-apoptotic effectors. 
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MATERIALS AND METHODS 
Cell Unes and siRNAs 
293 and HeLa S3 cells were grown in Oulbecco's modified Eagle's médium. MDA-MB-231 were 
grown in DMEM with L-glutamine and 15% FBS. The prostate cancer cell line PC-3 was cultivated 
in Ham's medium/nutrient mixture F-12 with L-glutamine and 10% FBS. 
The siRNAs used to knockdown the expression of RNA binding proteins and EJC 
components were purchased from IDT (Coralville, IA, USA) and their sequence are listed in 
Supplementary Table 2. siRNAs were transfected into cells at a concentration never superior to 
100 nM using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Proteins and RNA were extracted from mock-
transfected and siRNA-transfected cells at différent time post-transfection, as indicated. 
Plasmid transfections 
Bcl-x inserts of plasmids X2 and X2.13 were produced by PCR amplification using plasmids CMV-
X2 and CMV-X2.13 {Garneau, 2005 #2657} as templates, the Pfu-Turbo polymerase and primers 
Ascl-X-Fwd (GGCGCGCCTCACTATAGGGAGACCCAAGC-TGGCTAG) and X-Age-Rev 
(CTTACCGGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCG-AT). The derived PCR products were cleaved 
with Ascl and Agel and ligated into SVEDA-HIV-2 vector (a kind gift of Alberto Kornblihtt, Buenos 
Aires, Argentina) eut with the same enzymes. Overlap PCR mutagenesis was used to generate 
deletions in the SB1 element (D9-12, D13-19, D13, D14, D16, D17, D18, D19). For sl8, 
substitution was performed by transversion mutation of each single nucleotide of the région 18, 
by replacing G to C and A to T. Plasmid transfections were carried out with polyethyleneimide 
(Polysciences Inc.) and conditions for transfection were as described {Revil, 2007 #2675} and 
were performed 24 hours after the application of siRNAs or co-transfected with plasmids 
allowing expression of FLAG-RNPS1, FLAG-Y14, FLAG-PYM (kindly provided by Matthias Hentze, 
Heidelberg, Germany). 
qPCR and western analysis. 
To assess the efficiency of the knockdown in the first RBP screen, we carried out quantitative 
real-time RT-PCR assays using SyberGreen (Power SYBR Green master mix 2X ABI #4367660) to 
84 
assess transcript levels. Aldolase A (RTPrimerOB ID: 915) was used as the housekeeping gene on 
the same samples. A total of 200 ng of RNA measured for integrity (using the Agilent Lab-on-Chip 
station) and quantification (using the Thermo Scientific NanoDrop) was reverse transcribed using 
random hexamers (Roche #11034731001) with Transcriptor reverse transcriptase (Roche 
#03531317) in a final volume of 10 |il. Ten ng of cDNA were used for the quantification in the 
presence of the specific primers at 0.2 nM in a 10 pil reaction in triplicates. Reactions were 
carried out in the ABI 7500 qPCR (Applied Biosystems) or Eppendorf Realplex. A first cycle of 10 
minutes at 95*C was followed by 40 cycles of 15 seconds at 94*C, 20 seconds at 55'C and 20 
seconds at 68*C. For later analysis of knockdowns and the testing of other EJC components we 
used antibodies. The same blot was decorated with an anti-actin antibody (Sigma A2066) to 
verify total protein content in différent lanes. Anti-RNPSl antibodies were kindly provided by 
Akila Mayeda. Anti-elF4A3 were kindly provided by Adrian Krainer. Antibodies against Magoh, 
Aly/Ref and TAP were a generous gift from Elisa Izaurralde. Catherine Tomasetto kindly provided 
the antibody against MLN51. Antibodies against UAP56 and Y14 were purchased from Abnova 
and Abcam, respectively. Western blotting against PARP was done using anti-PARP antibodies 
(Biosource; AHF0262). 
RT-PCR assays 
A set of 96 alternative splicing units from human apoptotic and cancer-related genes was 
selected from the AceView database. Sets of primers mapping in the exons flanking the 
alternative splicing events were designed using Primer3 with default parameters. For the global 
analysis of splice isoforms from apoptotic genes, total RNA was extracted using TRIzol and 
quantitated using the Lab-on-Chip station (Agilent Inc). A total of 2 ng of RNA was reverse 
transcribed using a mix of random hexamers and oligo(dT) and the Omniscript reverse 
transcriptase (Qiagen, Germantown, MD, USA) in a final volume of 20 ni. Twenty ng of cDNA 
were amplified with 0.2 U/10 |il of HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) in the buffer provided 
by the manufacturer, without extra MgCI2 and in the presence of the specific primers (IDT) for 
each splicing unit (at concentrations ranging from 0.3 to 0.6 nM) and dNTPs. The list of units, 
oligos, and expected size of RT-PCR products have been described previously (Venables, 2009 
#2867; Venables, 2008 #208). Reactions were carried out in the GeneAmp PCR system 9700 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A first cycle of 15 minutes at 95*C was followed by 35 
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cycles of 30 seconds at 94*C, 30 seconds at 55*C and 1 minute at 72"C. The reaction was ended 
with an extension step of 10 minutes at 72*C. Visualization and analysis of amplified products 
was done using the LabChip HT™ DNA assay on an automated microfluidic station (Caliper, 
Hopkinton, MA, USA) {Klinck, 2008 #210}. Changes in the percentage of Bcl-xS was calculated 
relative to contrat transfection performed on the same day. Ail raw data can be consulted at 
http://palace.lgfus.ca/pcrreactioneroup/list/165 (username: michelle_reviewers; password: 
Lae2010). 
The splicing profile of Bcl-x was also assessed by RT-PCR. Reverse transcription was 
performed using the OmniScript RT kit (Qiagen) with random hexamers for endogenously-
derived Bcl-x mRNAs, while oligonucleotide RT-Sveda-Rev (GGGAAGCTAGAGTAAGTAG) was used 
for the plasmid-derived mRNAs. One eighth of cDNA material was used as template for the PCR 
reaction. Primers X3 (ATGGCAGCAGTAAAGCAAGCG) and X2 (TCATTTCCGACTGAAGAGTGA) were 
used to amplify fragments of splicing isoforms derived from endogenous Bcl-x while primers X34 
(AGGGAGGCAGGCGACGAGTTT) and X-Age-Rev 
(CTTACCGGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAT) were used for plasmid-derived transcripts. 
For the conventional PCR reaction, [a-32P]dCTP (Perkin-Elmer Canada Inc.) was added to PCR 
mixtures and amplification products were fractionated onto 5% native polyacrylamide gels. 
Bands were revealed and quantified after scanning on a STORM Phosphorlmager 860 (GE). 
Amplification of TIMM8B, ILK and CPNE2 were performed with primers TIMM8B-F 
( AAGCCG AT G AAGCGG AGTT) and TIMM8B-R (CTACTGCCCTCCTTTCTGTAC); ILK-F 
(TTTTCACTCAGTGCCGGG) and ILK-R (CTCTGCCACTTGATCTTGG); CPNE2-F 
(GTCTCCCATGAGTTTGCCAT) and CPNE2-R (CAGGAACTCCATGGCAGCG). 
RNA immunoprecipitation assays 
Sepharose-protein A beads (GE) were incubated in RIPA buffer (containing 0.5% Triton X-100) for 
one hour at room temperature, washed three times in the same buffer, then resuspended for a 
final volume of 50% beads. Total cell extract was prepared by lysing cells in 1 ml of RIPA buffer 
containing 100 U of RNase-inhibitor (Invitrogen). After centrifugation at 13000 rpm for 20 min at 
4*C, the supernatants were collected and cleared by incubation with 100 nL of Sepharose 
protein-A beads (GE) for one hour. This step was repeated in the same conditions but for 30 
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minutes. After centrifugation, the deared supernatants were then incubated with the antibodies 
overnight at 4"C. One-hundred |xL of protein A-sepharose beads were then added along with 0.5 
mg of yeast tRNA and 100 U of RNase inhibitor and the incubation was continued for 4 h at 4°C. 
The beads were washed two times with RIPA buffer containing 1 M urea, and then three times 
with RIPA buffer and finally resuspended in 100 i*L of RIPA buffer. After proteinase K treatment, 
RNA was extracted with phenol-chloroform-isoamyl alcohol and precipitated with ethanol. RNA 
précipitâtes were resuspended in 15 nL of water, treated with DNase I for 15 min at 37°C and the 
material was used for RT-PCR analysis. One third of the recovered RNA was reverse-transcribed 
with primers Bcl-x-Ex3-R (5'-TCATTTCCGACTGAAGAGTGAGC-3') and ILK-Ex4-R (5'-
GTTACAGATGCTGACAAGGGC-3'). For the subséquent PCR amplification, two différent reverse 
primers were used for both Bcl-x and ILK to discriminate the pre-mRNA from the mRNA. The 
oligonucleotides sequences were: Bcl-x-Ex2-end-F (GTAAACTGGGGTCGCATTGTG) and Bcl-x-lnt2-
320-R (ACTTCCTACCCTCACAGGTTT) for Bcl-x pre-mRNA or Bcl-x-Ex3-R for Bcl-x mRNA; ILK-Ex2-F 
(TGAGATGTTGATCATGCGGG) and ILK-lnt2-R (AGGCAGAAAGTACAGTCAGTTC) for ILK pre-mRNA 
or ILK-R (CTCrGCCACrTGATCTTGG) for ILK mRNA. PCR products were separated on a 2% agarose 
gel and visualized under UV light. 
For immunoprecipitation of exogenous RNAs from nuclear extracts, équivalent quantities 
of radio-labeled transcripts were incubated 30 minutes at 30°C in 12.5 jil of splicing mix depleted 
of ATP by incubating nuclear extracts for 20 minutes at room temperature {Das, 1999 #2882}. 
Forty ni of a 50% slurry of antibody-bound protein A-Sepharose beads were added and incubated 
for 30 minutes with the splicing mixture at 4*C. The beads were washed three or four times with 
NET-2 buffer containing 0.05% of NP40. The number of cpm at input and recovered after the 
washes was measured and normalized to cpm remaining on control IgG coated-beads. 
In vitro splicing assays 
Plasmid S2.13 was eut with Xbal and plasmid 45 was eut with Seal, transcribed with T3 RNA 
polymerase in the presence of a cap analog and a-32P-UTP (Perkin Elmer Life Sciences). The pre-
mRNA was purified as described {Garneau, 2005 #2657}. A HeLa nuclear extract {Dignam, 1990 
#2824} was pre-incubated 10 minutes at 30*C with recombinant His-tagged elF4A3 or Magoh-
Y14AN {Ballut, 2005 #2722} produced using standard protocols {Simard, 2002 #2864}. Two 
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fmoles of transcript were then added to the mixture under standard splicing conditions 
{Cloutier, 2008 #2656} and incubated for 2 h at 30*C. Reverse transcription for fie/-* was carried 
out using the X2b primer (CGCTCTAGAACTAGTGGATC) and Omniscript (Qiagen). PCR reactions 
were then performed in the presence of [a-32P]dCTP using Taq DNA polymerase (NEB) and 
primers X2b and X3 (ATGGCAGCAGTAAAGCAAGCG). Amplification products were separated on 
5% acrylamide/bisacrylamide (29:1) native gel and quantitated on a Phosphorlmager (Molecular 
Dynamics). Reverse transcription for plasmid 45 was performed as described {Martinez-
Contreras, 2006 #186}. 
Apoptotic assays 
Cells were stained 96 h post-transfection with 1:350 of annexin V-Alexa Fluor 647 (Invitrogen) 
and 800 ng/ml of Hoechst 33342 (Invitrogen) in an annexin binding buffer (pH 7.4) composed of 
10 mM HEPES, 140 mM NaCI and 2.5 mM CaClî. High-content endpoint fluorescence images 
were acquired on a BD Pathway 855 high-content Biolmager (BD Biosciences) using a 20X 
objective with a laser-based auto focus and excitation and émission filters appropriate for each 
fluorescent dye. Thresholds were applied manually to identify annexin V positive cells. 
ACKNOWLEDGEMENTS 
We thank Benjamin Blencowe, Arneet Salzmann, Lynne Maquat, Elisa Izaurralde, Nahum 
Sonenberg, Alberto Kornblihtt, Akila Mayeda, Adrian Krainer, Jens Lykke-Andersen, Catherine 
Tomasetto, Niels Gehring and Matthias Hentze for generously providing materials. We thank 
Marco Blanchette for critical comments on the manuscript. This work was supported by a grant 




1. Ashton-Beaucage, D., C. M. Udell, H. Lavoie, C. Baril, M. Lefrançois, P. Chagnon, P. 
Gendron, O. Caron-Uzotte, E. Bonneil, P. Thibault, and M. Therrien. 2010. The exon 
junction complex controls the splicing of MAPK and other long intron-containing 
transcripts in Drosophila. Cell 143:251-62. 
2. Bae, J., C. P. Léo, S. Y. Hsu, and A. J. Hsueh. 2000. MCL-1S, a splicing variant of the 
antiapoptotic BCL-2 family member MCL-1, encodes a proapoptotic protein possessing 
only the BH3 domain. J Biol Chem 275:25255-61. 
3. Ballut, L., B. Marchadier, A. Baguet, C. Tomasetto, B. Séraphin, and H. Le Hir. 2005. The 
exon junction core complex is locked onto RNA by inhibition of elF4AIII ATPase activity. 
Nat Struct Mol Biol 12:861-9. 
4. Blencowe, B. J., R. Issner, J. A. Nickerson, and P. A. Sharp. 1998. A coactivator of pre-
mRNA splicing. Genes Dev 12:996-1009. 
5. Boise, L. H., M. Gonzalez-Garcia, C. E. Postema, L. Ding, T. Lindsten, L. A. Turka, X. Mao, 
G. Nunez, and C. B. Thompson. 1993. bcl-x, a bcl-2-related gene that functions as a 
dominant regulator of apoptotic cell death. Cell 74:597-608. 
6. Boise, L. H., and C. B. Thompson. 1997. Bcl-x(L) can inhibit apoptosis in cells that have 
undergone Fas-induced protease activation. Proc Natl Acad Sci U S A 94:3759-64. 
7. Bordone, L., and C. Campbell. 2002. DNA ligase III is degraded by calpain during cell 
death induced by DNA-damaging agents. J Biol Chem 277:26673-80. 
8. Boutz, P. L., P. Stoilov, Q. Li, C. H. Lin, G. Chawla, K. Ostrow, L. Shiue, M. Ares, ir., and 
D. L. Black. 2007. A post-transcriptional regulatory switch in polypyrimidine tract-binding 
proteins reprograms alternative splicing in developing neurons. Genes Dev 21:1636-52. 
9. Casciola-Rosen, L. A., 0. K. Miller, G. J. Anhalt, and A. Rosen. 1994. Specific cleavage of 
the 70-kDa protein component of the U1 small nudear ribonudeoprotein is a 
characteristic biochemical feature of apoptotic cell death. J Biol Chem 269:30757-60. 
10. Chalfant, C. E., K. Rathman, R. L. Pinkerman, R. E. Wood, L M. Obeid, B. Ogretmen, and 
Y. A. Hannun. 2002. De novo ceramide regulates the alternative splicing of caspase 9 and 
Bcl-x in A549 lung adenocarcinoma cells. Dependence on protein phosphatase-1. J Biol 
Chem 277:12587-95. 
11. Clarke, M. F., I. J. Apel, M. A. Benedict, P. G. Eipers, V. Sumantran, M. Gonzalez-Garcia, 
M. Doedens, N. Fukunaga, B. Davidson, J. E. Dick, A. J. Minn, L. H. Boise, C. B. 
Thompson, M. Wicha, and G. Nunez. 1995. A recombinant bcl-x s adenovirus selectively 
induces apoptosis in cancer cells but not in normal bone marrow cells. Proc Natl Acad Sci 
USA 92:11024-8. 
12. Cloutier, P., J. Toutant, L. Shkreta, S. Goekjian, T. Revil, and B. Chabot. 2008. 
Antagonistic effects of the SRp30c protein and cryptic 5' splice sites on the alternative 
splicing of the apoptotic regulator Bcl-x. J Biol Chem 283:21315-24. 
89 
13. Cory, S., D. C. Huang, and J. M. Adams. 2003. The Bcl-2 family: rôles in cell survival and 
oncogenesis. Oncogene 22:8590-607. 
14. Das, R., and R. Reed. 1999. Resolution of the mammalian E complex and the ATP-
dependent spliceosomal complexes on native agarose mini-gels. RNA 5:1504-8. 
15. Degen, W. G., Y. Aarssen, G. J. Pruijn, P. J. Utz, and W. J. van Venrooij. 2000. The fate of 
U1 snRNP during anti-Fas induced apoptosis: specific cleavage of the U1 snRNA 
molecule. Cell Death Differ 7:70-9. 
16. Dignam, J. D. 1990. Préparation of extracts from higher eukaryotes. Methods Enzymol 
182:194-203. 
17. Dominguez, C., J. F. Fisette, B. Chabot, and F. H. Allaln. 2010. Structural basis of G-tract 
récognition and encaging by hnRNP F quasi-RRMs. Nat Struct Mol Biol 17:853-861. 
18. Du, H., M. S. Cline, R. J. Osborne, D. L. Tuttle, T. A. Clark, J. P. Donohue, M. P. Hall, L. 
Shiue, M. S. Swanson, C. A. Thornton, and M. Ares, Jr. 2010. Aberrant alternative 
splicing and extracellular matrix gene expression in mouse models of myotonic 
dystrophy. Nat Struct Mol Biol 17:187-93. 
19. Du, Y. C., B. C. Lewis, D. Hanahan, and H. Varmus. 2007. Assessing tumor progression 
factors by somatic gene transfer into a mouse model: Bcl-xL promûtes islet tumor cell 
invasion. PLoS Biol 5:e276. 
20. Fischer, U., R. U. Janicke, and K. Schulze-Osthoff. 2003. Many cuts to ruin: a 
comprehensive update of caspase substrates. Cell Death Differ 10:76-100. 
21. Fisette, J. F., i. Toutant, S. Dugré-Brisson, L. Desgroseillers, and B. Chabot. 2010. hnRNP 
Al and hnRNP H can collaborate to modulate 5' splice site selection. RNA 16:228-38. 
22. Fleckner, J., M. Zhang, J. Valcarcel, and M. R. Green. 1997. U2AF65 recruits a novel 
human DEAD box protein required for the U2 snRNP-branchpoint interaction. Genes Dev 
11:1864-72. 
23. Garneau, D., T. Revil, J. F. Fisette, and B. Chabot. 2005. Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein F/H proteins modulate the alternative splicing of the apoptotic 
mediator Bcl-x. J Biol Chem 280:22641-50. 
24. Gehring, N. H., S. Lamprinaki, M. W. Hentze, and A. E. Kulozik. 2009. The hierarchy of 
exon-junction complex assembly by the spliceosome explains key features of mammalian 
nonsense-mediated mRNA decay. PLoS Biol 7:el000120. 
25. Gehring, N. H., S. Lamprinaki, A. E. Kulozik, and M. W. Hentze. 2009. Disassembly of 
exon junction complexes by PYM. Cell 137:536-48. 
26. Green, D. R., and G. Kroemer. 2004. The pathophysiology of mitochondrial cell death. 
Science 305:626-9. 
27. Grosso, A. R., S. Martins, and M. Carmo-Fonseca. 2008. The emerging rôle of splicing 
factors in cancer. EMBO Rep 9:1087-93. 
90 
28. Herasse, M., Y. Ono, F. Fougerousse, E. Kimura, D. Stockholm, C. Beiey, D. Montarras, 
C. Pinset, H. Sorimachi, K. Suzuki, J. S. Beckmann, and I. Richard. 1999. Expression and 
functional characteristics of calpain 3 isoforms generated through tissue-specific 
transcriptional and posttranscriptional events. Mol Cell Biol 19:4047-55. 
29. Isken, O., and L. E. Maquat. 2008. The multiple lives of NMD factors: balancing rôles in 
gene and genome régulation. Nat Rev Genet. 
30. Klinck, R., A. Bramard, L Inkel, G. Dufresne-Martin, J. Gervals-Bird, R. Madden, E. R. 
Paquet, C. Koh, J. P. Venables, P. Prinos, M. Jilaveanu-Pelmus, R. Weilinger, C. 
Rancourt, B. Chabot, and S. Abou Elela. 2008. Multiple alternative splicing markers for 
ovarian cancer. Cancer Res 68:657-63. 
31. Lareau, L. F., M. Inada, R. E. Green, J. C. Wengrod, and S. E. Brenner. 2007. 
Unproductive splicing of SR genes associated with highly conserved and ultraconserved 
DNA elements. Nature 446:926-9. 
32. Le Hir, H., E. Izaurralde, L. E. Maquat, and M. J. Moore. 2000. The spliceosome deposits 
multiple proteins 20-24 nucleotides upstream of mRNA exon-exon junctions. EMBO J 
19:6860-9. 
33. Lejeune, F., and L. E. Maquat. 2005. Mechanistic links between nonsense-mediated 
mRNA decay and pre-mRNA splicing in mammalian cells. Curr Opin Cell Biol 17:309-15. 
34. U, C. Y., J. Y. Chu, J. K. Yu, X. Q. Huang, X. J. Liu, L. Shi, Y. C. Che, and J. Y. Xie. 2004. 
Régulation of alternative splicing of Bcl-x by 11-6, GM-CSF and TPA. Cell Res 14:473-9. 
35. Martinez-Contreras, R., J. F. Fisette, F. U. Nasim, R. Madden, M. Cordeau, and B. 
Chabot. 2006. Intronic binding sites for hnRNP A/B and hnRNP F/H proteins stimulate 
pre-mRNA splicing. PLoS Biol 4:e21. 
36. Massiello, A., J. R. Roesser, and C. E. Chalfant. 2006. SAP155 Binds to ceramide-
responsive RNA cis-element 1 and regulates the alternative 5' splice site selection of Bcl-
x pre-mRNA. Faseb J 20:1680-2. 
37. Massiello, A., A. Salas, R. L. Pinkerman, P. Roddy, J. R. Roesser, and C. E. Chalfant. 
2004. Identification of two RNA cis-elements that function to regulate the 5' splice site 
selection of Bcl-x pre-mRNA in response to ceramide. J Biol Chem 279:15799-804. 
38. Mayeda, A., J. Badolato, R. Kobayashi, M. Q. Zhang, E. M. Gardiner, and A. R. Krainer. 
1999. Purification and characterization of human RNPS1: a général activator of pre-
mRNA splicing. EMBO J 18:4560-70. 
39. McGilncy, N. J., and C. W. Smith. 2008. Alternative splicing resulting in nonsense-
mediated mRNA decay: what is the meaning of nonsense? Trends Biochem Sci 33:385-
93. 
40. Mendell, J. T., N. A. Sharifi, J. L Meyers, F. Martinez-Murillo, and H. C. Dietz. 2004. 
Nonsense surveillance regulates expression of diverse classes of mammalian transcripts 
and mutes genomic noise. Nat Genet 36:1073-8. 
91 
41. Mercatante, D. R., J. L. Mohler, and R. Kole. 2002. Cellular response to an antisense-
mediated shift of Bcl-x pre-mRNA splicing and antineoplastic agents. J Biol Chem 
277:49374-82. 
42. Merz, C., H. Urlaub, C. L. Will, and R. Luhrmann. 2007. Protein composition of human 
mRNPs spliced in vitro and differential requirements for mRNP protein recruitment. RNA 
13:116-28. 
43. Michaud, S., and R. Reed. 1991. An ATP-independent complex commits pre-mRNA to 
the mammalian spliceosome assembly pathway. Genes Dev 5:2534-46. 
44. Moore, M. J., Q. Wang, C. J. Kennedy, and P. A. Silver. 2010. An alternative splicing 
network links cell-cycle control to apoptosis. Cell 142:625-636. 
45. Nasim, F. U., S. Hutchison, M. Cordeau, and B. Chabot. 2002. High-affinity hnRNP Al 
binding sites and duplex-forming inverted repeats have similar effects on 5* splice site 
selection in support of a common looping out and repression mechanism. RNA 8:1078-
89. 
46. Ni, J. Z., L. Grate, J. P. Donohue, C. Preston, N. Nobida, G. O'Brîen, L. Shiue, T. A. Clark, 
J. E. Blume, and M. Ares, ir. 2007. Ultraconserved elements are associated with 
homeostatic control of splicing regulators by alternative splicing and nonsense-mediated 
decay. Genes Dev 21:708-18. 
47. Nilsen, T. W., and B. R. Graveley. 2010. Expansion of the eukaryotic proteome by 
alternative splicing. Nature 463:457-63. 
48. O'Connor, L., A. Strasser, L. A. O'Reilly, G. Hausmann, J. M. Adams, S. Cory, and D. C. 
Huang. 1998. Bim: a novel member of the Bcl-2 family that promotes apoptosis. EMBO J 
17:384-95. 
49. Olopade, O. I., M. O. Adeyanju, A. R. Safa, F. Hagos, R. Mick, C. B. Thompson, and W. 
M. Recant. 1997. Overexpression of BCL-x protein in primary breast cancer is associated 
with high tumor grade and nodal métastasés. Cancer J Sci Am 3:230-7. 
50. Pan, Q., A. L. Saltzman, Y. K. Kim, C. Misquitta, O. Shai, L. E. Maquat, B. J. Frey, and B. J. 
Blencowe. 2006. Quantitative microarray profiling provides evidence against widespread 
coupling of alternative splicing with nonsense-mediated mRNA decay to control gene 
expression. Genes Dev 20:153-8. 
51. Pan, Q., O. Shai, L. J. Lee, B. J. Frey, and B. J. Blencowe. 2008. Deep surveying of 
alternative splicing complexity in the human transcriptome by high-throughput 
sequencing. Nat Genet 40:1413-5. 
52. Paradis, C., P. Cloutier, L. Shkreta, J. Toutant, K. Klarskov, and B. Chabot. 2007. hnRNP 
l/PTB can antagonize the splicing repressor activity of SRp30c. RNA 13:1287-300. 
53. Paronetto, M. P., T. Achsel, A. Massiello, C. E. Chalfant, and C. Sette. 2007. The RNA-
binding protein Sam68 modulâtes the alternative splicing of Bcl-x. J Cell Biol 176:929-39. 
92 
54. Prinos, P., D. Garneau, J. F. Lucier, D. Gendron, S. Couture, M. Boivin, J. P. Brosseau, E. 
Lapointe, P. Thibault, M. Durand, K. Tremblay, J. Gervais-Bird, H. Nwilati, R. Klinck, B. 
Chabot, J. P. Perreault, R. J. Wellinger, and S. A. Elela. 2011. Alternative splicing of SYK 
regulates mitosis and cell survival. Nat Struct Mol Biol. 
55. Revil, T., J. Pelletier, J. Toutant, A. Cloutier, and B. Chabot. 2009. Heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein K represses the production of pro-apoptotic Bcl-xS splice 
isoform. J Biol Chem 284:21458-67. 
56. Revil, T., J. Toutant, L. Shkreta, D. Garneau, P. Cloutier, and B. Chabot. 2007. Protein 
kinase C-dependent control of Bcl-x alternative splicing. Mol Cell Biol 27:8431-41. 
57. Roignant, J. Y., and J. E. Treisman. 2010. Exon junction complex subunits are required to 
splice Drosophila MAP kinase, a large heterochromatic gene. Cell 143:238-50. 
58. Sakashita, E., S. Tatsumi, D. Werner, H. Endo, and A. Mayeda. 2004. Human RNPS1 and 
its associated factors: a versatile alternative pre-mRNA splicing regulator in vivo. Mol Cell 
Biol 24:1174-87. 
59. Saltzman, A. L, Y. K. Kim, Q. Pan, M. M. Fagnani, L. E. Maquat, and B. J. Blencowe. 
2008. Régulation of multiple core spliceosomal proteins by alternative splicing-coupled 
nonsense-mediated mRNA decay. Mol Cell Biol 28:4320-30. 
60. Schwerk, C., J. Prasad, K. Degenhardt, H. Erdjument-Bromage, E. White, P. Tempst, V. J. 
Kidd, J. L. Manley, J. M. Lahti, and 0. Reinberg. 2003. ASAP, a novel protein complex 
involved in RNA processing and apoptosis. Mol Cell Biol 23:2981-90. 
61. Schwerk, C., and K. Schulze-Osthoff. 2005. Régulation of apoptosis by alternative pre-
mRNA splicing. Mol Cell 19:1-13. 
62. Shen, H., X. Zheng, J. Shen, L. Zhang, R. Zhao, and M. R. Green. 2008. Distinct activities 
of the DExD/H-box splicing factor hUAP56 facilitate stepwise assembly of the 
spliceosome. Genes Dev 22:1796-803. 
63. Shibuya, T., T. O. Tange, N. Sonenberg, and M. i. Moore. 2004. elF4AIII binds spliced 
mRNA in the exon junction complex and is essential for nonsense-mediated decay. Nat 
Struct Mol Biol 11:346-51. 
64. Shkreta, L, U. Froehlich, E. R. Paquet, J. Toutant, S. A. Elela, and B. Chabot. 2008. 
Anticancer drugs affect the alternative splicing of Bcl-x and other human apoptotic 
genes. Mol Cancer Ther 7:1398-409. 
65. Silver, D. L., D. E. Watkins-Chow, K. C. Schreck, T. J. Pierfelice, D. M. Larson, A. J. 
Burnetti, H. J. Liaw, K. Myung, C. A. Waish, N. Gaiano, and W. J. Pavan. 2010. The exon 
junction complex component Magoh controls brain size by regulating neural stem cell 
division. Nat Neurosci 13:551-8. 
66. Slmard, M. J., and B. Chabot. 2002. SRp30c is a repressor of 3' splice site utilization. Mol 
Cell Biol 22:4001-10. 
93 
67. Singh, K. K., S. Erkelenz, S. Rattay, A. K. Oehof, A. Hildebrandt, K. Schuize-Osthoff, H. 
Schaal, and C. Schwerk. 2010. Human SAP18 mediates assembly of a splicing regulatory 
multiprotein complex via its ubiquitin-like fold. RNA 16:2442-54. 
68. Stamm, S., S. Ben-Ari, I. Rafalska, Y. Tang, Z. Zhang, D. Toiber, T. A. Thanaraj, and H. 
Soreq. 2005. Function of alternative splicing. Gene 344:1-20. 
69. Sudo, H., A. B. Tsuji, A. Sugyo, M. Kohda, C. Sogawa, C. Yoshida, Y. N. Harada, O. Hino, 
and T. Saga. 2010. Knockdown of COPA, identified by loss-of-function screen, induces 
apoptosis and suppresses tumor growth in mesothelioma mouse model. Genomics 
95:210-6. 
70. Tange, T. O., T. Shibuya, M. S. Jurica, and M. J. Moore. 2005. Biochemical analysis of the 
EJC reveals two new factors and a stable tetrameric protein core. RNA 11:1869-83. 
71. Tao, W., V. J. South, Y. Zhang, J. P. Davide, L. Farrell, N. E. Kohi, L. Sepp-Lorenzino, and 
R. B. Lobell. 2005. Induction of apoptosis by an inhibitor of the mitotic kinesin KSP 
requires both activation of the spindle assembly checkpoint and mitotic slippage. Cancer 
Cell 8:49-59. 
72. Tawfîc, S., S. Yu, H. Wang, R. Faust, A. Davis, and K. Ahmed. 2001. Protein kinase CK2 
signal in neoplasia. Histol Histopathol 16:573-82. 
73. Trembley, J. H., S. Tatsumi, E. Sakashita, P. Loyer, C. A. Slaughter, H. Suzuki, H. Endo, V. 
J. Kidd, and A. Mayeda. 2005. Activation of pre-mRNA splicing by human RNPS1 is 
regulated by CK2 phosphorylation. Mol Cell Biol 25:1446-57. 
74. Venables, J. P., R. Klinck, A. Bramard, L. Inkel, G. Dufresne-Martin, C. Koh, J. Gervais-
Bird, E. Lapointe, U. Froehlich, M. Durand, D. Gendron, J. P. Brosseau, P. Thibault, J. F. 
Lucier, K. Tremblay, P. Prinos, R. J. Wellinger, B. Chabot, C. Rancourt, and S. A. Elela. 
2008. Identification of alternative splicing markers for breast cancer. Cancer Res 
68:9525-31. 
75. Venables, J. P., R. Klinck, C. Koh, J. Gervais-Bird, A. Bramard, L. Inkel, M. Durand, S. 
Couture, U. Froehlich, E. Lapointe, J. F. Lucier, P. Thibault, C. Rancourt, K. Tremblay, P. 
Prinos, B. Chabot, and S. A. Elela. 2009. Cancer-associated régulation of alternative 
splicing. Nat Struct Mol Biol 16:670-6. 
76. Venables, J. P., C. S. Koh, U. Froehlich, E. Lapointe, S. Couture, L. inkel, A. Bramard, E. 
R. Paquet, V. Watier, M. Durand, J. F. Lucier, J. Gervais-Bird, K. Tremblay, P. Prinos, R. 
Klinck, S. A. Elela, and B. Chabot. 2008. Multiple and specific mRNA processing targets 
for the major human hnRNP proteins. Mol Cell Biol 28:6033-43. 
77. Wang, E. T., R. Sandberg, S. Luo, I. Khrebtukova, L. Zhang, C. Mayr, S. F. Kingsmore, G. 
P. Schroth, and C. B. Burge. 2008. Alternative isoform régulation in human tissue 
transcriptomes. Nature 456:470-6. 
78. Wollerton, M. C., C. Gooding, E. J. Wagner, M. A. Garcia-Blanco, and C. W. Smith. 2004. 
Autoregulation of polypyrimidine tract binding protein by alternative splicing leading to 
nonsense-mediated decay. Mol Cell 13:91-100. 
94 
79. Yamane, K., and T. J. Kinsella. 2005. Casein kinase 2 regulates both apoptosis and the 
cell cycle following DNA damage induced by 6-thioguanine. Clin Cancer Res 11:2355-63. 
80. Youle, R. J., and A. Strasser. 2008. The BCL-2 protein family: opposing activities that 
mediate cell death. Nat Rev Mol Cell Biol 9:47-59. 
81. Zhou, Z., M. J. Luo, K. Straesser, J. Katahira, E. Hurt, and R. Reed. 2000. The protein Aly 
links pre-messenger-RNA splicing to nuclear export in metazoans. Nature 407:401-5. 
SUPPLEMENTARY INFORMATION 





Figure SI: RNA binding proteins that modulate Bcl-x alternative splicing. Diagram of c/s and 
trons-acting elements localized in exon 2 that regulate Bcl-x splicing. Light grey boxes represent 
enhancers, while dark grey boxes represent silencers. The pointed and flat arrows indicate 
positive and negative régulation, respectively. SB1 is a 361 nt-long element located at the 5' of 
exon 2, possessing a répressive activity on the Bcl-xS splice site (Revil et al., 2007). CRCE1, bound 
by SAP155, and CRCE2 are two silencers located on both sides of the Bcl-xS splice site (Massiello 
et al., 2006; Massiello et al., 2004). RBM25 binds a BlAG enhancer of Bcl-xS (Zhou et al., 2008), 
whereas hnRNP K inhibits the production of Bcl-xS upon binding to the Blu element (Revil et al., 
2009). hnRNP F and H stimulate Bcl-xS when bound to the B2G enhancer element (Garneau et 
al., 2005). SRp30c acts on two consécutive elements (AM2 and ML2) to encourage Bcl-xL 
expression (Cloutier et al., 2008). Although the c/s-elements required for their activity are 
currently not known, SC35 and a hnRNP Al/Sam68 complex act as Bcl-xS positive regulators 
(Merdzhanova et al., 2008; Paronetto et al., 2007). 
S2 
Figure S2. The knockdown of elF4A3, Acinus and SAP18 shift Bcl-x splicing towards an 
increased production of Bd-xs. RT-PCR analysis of Bcl-x alternative splicing foilowing the 
knockdown of EJC components. 293 and HeLa cells were transfected with siRNAs targeting 
elF4A3, Acinus, SAP18 and MLN51. Total RNA was extracted 72 hours later. RT-PCR analysis of 
32P-labeled products was carried out, a portion of which is shown here. The products were 
quantitated and the values were plotted in Figure 1C. 
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Figure S3. The knockdown of elF4A3, Y14 and RNPSl do not significantly alter the expression 
levels of known Bcl-x splicing regulators. Following transfection of 293 and HeLa cells, cell 
iysates were prepared 48 or 72 hours later, and analyzed by Western blots to monitor the levels 
of the known Bcl-x splicing regulators hnRNP K, hnRNP F/H, hnRNP Al and SRp30c (left panels), 
b-actin was used as a loading control. The same cell samples were used for RNA extraction and 
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Figure S4. The shifts in Bcl-x splicing induced by knocking down Y14 and RNPSl require active 
transcription. RT-PCR analysis of Bcl-x alternative splicing in 293 and HeLa cells transfected with 
siRNAs targeting Y14 and RNPSl. After 24 hours, cells were treated with actinomycin D or DRB. 
Twenty-four hours later, total RNA was extracted and RT-PCR was performed to amplify both Bcl-
x splice forms (Note however that the resuit is not statistically significant for RNPSl in 293 cells 
due to the marginal splicing shift obtained in this experiment). 
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Figure S5. RNPSl modulâtes Bcl-x pre-mRNA splicing in a SBl-dependent manner, while core 
EJC factors and PYM activities are independent of SB1. Gels displaying a RT-PCR analysis 
conducted on transcripts derived from Bcl-x minigenes following the knockdown/overexpression 
of EJC components. 293 cells were treated with siRNAs targeting RNPSl, Y14, elF4A3 or PYM and 
transfected with Bcl-x minigenes, or co-transfected with FLAG-RNPS1, FLAG-Y14 or FLAG-PYM 
constructs with the minigenes. The values extracted from these experiments are part of Figures 
2B and 2C. 
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Figure S6. EJC components associate with the Bcl-x pre-mRNA and modulate its alternative 
splicing. (A) Gels displaying RT-PCR analyses of Bcl-x alternative splicing in vitro, following 
incubation of various Bcl-x mutant transcripts in a HeLa nuclear extract supplemented with 
increasing amount of His-tagged recombinant elF4A3 or Magoh-Y14DN. These results were part 
of the graphs presented in Figure 3E. (B) Following the incubation of the various Bcl-x mutant 
pre-mRNAs in a HeLa nuclear extract, radiolabeled RNA was immunoprecipitated with anti~Y14. 
The percentage of immunoprecipitated labeled RNA (relative to input and subtracted from a 
mock immunoprecipitation performed with each pre-mRNA) is plotted. (C) Following the 
incubation of X2 (+SB1) and X2.13 (-SB1) Bcl-x mutant transcripts in a HeLa nuclear extract, 
radiolabeled RNA was immunoprecipitated with anti-RNPSl (Abcam ab56806). The percentage 
of immunoprecipitated labeled RNA (relative to input and subtracted from a mock 
immunoprecipitation performed with each pre-mRNA) is plotted. 
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Figure S7. Isoform changes detected on the Bd-x, Mcll and Bim proteins. 
Protein samples from 293 and HeLa cells treated with various siRNAs were analyzed by western 
blotting for corresponding shifts in protein isoforms. Anti-GAPDH was used as a loading control. 
A slight increase in Bcl-xS is observed upon knockdown of Y14 and RNPS1. In the case of Mcll, 
although the pro-apoptotic Mcll-S variant could not be detected, we noted a réduction in the 
level of the larger anti-apoptotic product Mcll-L when elF4A3 was inhibited. Likewise, the 
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Figure S8. The knockdown of Y14, RNPS1 and elF4A3 induce PARP cleavage and the shifts in 
Bcl-x splicing induced by the depletion of Y14 and RNPS1 are independent of caspases. 
293 and HeLa cells were transfected with siRNAs targeting Y14 and RNPS1 for 24 hours or were 
pre-treated for 24 hours with vinorelbine, a known caspases activator. Cells were then treated or 
not with the général caspases inhibitor z-VAD-fmk. After 24 hours, total proteins and RNA were 
extracted. (A) Western blot analysis of PARP cleavage indicating that ail treatment stimulated 
caspases-dependent PARP cleavage. (B) 293 and HeLa cells were transfected with a siRNA 
targeting elF4A3 and PARP cleavage was assessed by Western blot analysis. (C) RT-PCR analysis 
of Bcl-x alternative splicing in 293 and HeLa cells indicating that caspases inhibition does not alter 
the Bcl-x splicing shift induced by siY14 and siRNPSl. 
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Figure S9. The knockdowns of Y14, elF4A3 and RNPS1 significantly induce apoptosis in PC-3 
cells. Annexin-V assay in PC-3 cells transfected with siRNAs targeting EJC components. Cells were 
immunostained for annexin-V (red) and nuclei were labeiled with Hoechst (blue) (Sudo et al., 
2010). The percentage of apoptotic cells was quantitated (bottom graph) and compared to 
various controls (lipofectamine alone, control siRNA and a variety of siRNAs (2 siRNAs each) 
targeting Y14, elF4A3 and the RNA binding proteins CDC5L, EWSR1 and KHSRP that display 
splicing regulatory activity (Dutertre et al., 2010; Lleres et al., 2010; Min et al., 1997), but do not 






















































Table SI. Impact of depleting various RNA binding proteins on the Bcl-x splicing ratio. Cells were 
transfected for 96 hours with siRNAs. The Bcl-xL and Bcl-xS m RNA isoforms were co-amplified by 
RT-PCR in the presence of 32P-dCTP. Products were fractionated by electrophoresis and 
quantitated by autoradiography. A change in the percentage of the Bcl-xS product was 
considered significant (and indicated with an X) only if it was superior to 10% and detected with 
both siRNAs. The knockdown efficiency was assessed by qRT-PCR and a gray background 
indicates a decrease in mRNA expression superior to 50%. 
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ACINUS UUCCAUCAGUAUGACCACUTT GCUCGCUGCCCAAAUCAUUTT 
BftCAl CA6CUUGACACAOGUUUG6TT ACCCGAAAAUCCUUCCUUGTT 
CCNH GGUACGGCUUGUAUGUAUUTT UACGGCUUGUAUGUAUUUCTT 
COCSL GCACAUUACCUAUCUGGAATT GOUUGGUACCAAUAAUUCATT 
C0K11 CACCGUGCAUCAAAAGCAATT CUUACUUUACCAGAUUCUUTT 
CRK7 CACCGAAGUGUUGUUAACATT CCAUUCGUGAAAUCAAAAUTT 
CTNNB1 QUUAUCAQAOQACUAAAUATT GUACCGGAGCCCUUCACAUTT 
CUOBIM CAGAUCUUOAUOCUAUCAATT CUUGCGGGAACUCUUCGAATT 
OOXÏt CQAUCUUUUQQAUy/tfHViUTT GOCUCCUCAAGAGAGCACATT 
D03U CUCUACUGACUUUCAAAAGTT ACGUOAGLK3AAUUCAQAUATT 
DEK AAAQGAAGUGUCCAAUAUATT OAAUGUGOOUCAGUUCAOUTT 
BF4A2 GGCUGAAGCACCACAUAUUTT GOCACUUGGAGACUAUAUGTT 
«MAS AGCCACCUUCAGUAUCUCATT GCUCUCGGUGACUACAUGATT 
EWSR1 CCACUQAUOUCAOCUAUACTT AAGCUAUGGAACCUAUGGATT 
HP1L OCGUCACAGAGCAAGUCGATT GACQACACAGGGAGAAAGATT 
FMR1 CACUQCUAIAK3AUCUAOAUTT CCUCGAGAUUUCAUGAACATT 
FUS QQACAGCCCAUQAUUAAUUTT GQCAACGGUCUCUUUUGAUTT 
non OUACQAAGUUQAUGCUUAUTT UUGCGAAGUAUUCGUACGATT 
HMOA1 CCACAACUCCAGOAAGGAATT CACAACUCCAGGAAGGAAATT 
HNRNPA1 CCACUUAACUGUGAAAAAGAUTT AACUUUOGUGGUGGUCGUGCATT 
HNRNPA2 AAGCUUUGAAACCACAGAAGATT AAGAAGCUGUUUGUUGGCGGATT 
HNRMPF GCGACCGAGAACGACAUUUTT GQAAGAAAUUGUUCAGUUCTT 
HNRNPH GCACAGGUAUAUUGAAAUCTT GGAAGAAAUUGUUCAGUUCTT 
HNRNPK GAGCGCAUAUUGAGUAUCATT UCUAGCAGGAGQAAUUAUUTT 
HNRNPL GCACUCUGAAGAUCGAAUATT UAUGGCUUGGAUCAAUCUATT 
KHSRP GCACCGUGCAGGAGAUCAUTT GCGGGGAGACCAUUAAGCATT 
MBML1 GACGCAAUAACUUGAUUCATT AAACGCAGULK3GAGAUAAATT 
MLNS1 CUCGGAUUAUGAAAGUGCATT CCAGCAUACAUACCUCGGATT 
NONO GACUAUUGACCUGAAGAAVTT CCUGCAAAUGGGCAACAGGTT 
NOVA AGGUUCUCAUACCUAGUUATT GCUGCUGGAUCUAUAAUUGTT 
NPMi AAUGAGCACCAGUUAUCUUTT CACUUUAAGGUGGAUAAUGTT 
PRPF48 CCUAUA6UCAQCAOUUOUUTT CUUACGAGAGGUGUUAAAATT 
PRPFS GAGAUAGGAGGCAUUUCAATT CGCCGAGAAAAAAGAGAUATT 
RALY GCAAGCAAUGUAACCAACATT CUCUCGAGUCUUCAUUGGATT 
RBM10 AAGGUGUCGAUGCACUACATT GCAUUGUAACGCCUAUCGATT 
KBM25 AGGAGAGAUCAGAUGAUUATT CUGUCACUAAUGACGAUGATT 
RBM9 GAUACGGUUCCAUCAUAGATT UAGUACGGCUAUUGCUGCUTT 
RBMC UCGACCUGCUAACAGAACUTT ACCQAUCUUCCUOUUCAUUTT 
RBMS CACCUCCGCAQAAUGGAAUTT CAGACACAAAGUAGUGAAATT 
RBM81 CUGAUGGAGGACAGAAAAATT GAAGACCAUGGCAUAGAGATT 
KBPMS CUACGACUAGAGUUUGCUATT CCGCUUCGAUCCUGAAAUUTT 
RNPC2 GCGGCAAGAAUUCGACCAATT GAUGCAAGGACAGUCUUCUTT 
RNP81 UCUCGGUCCAGCUCGACUUTT GCAUCCAOCCOCUCAGGAATT 
RPL22 UGGUGAAGGOGGGCAAAAATT GCAAGUUCUGAAQUUCACUTT 
SAFB CCGAACGGACUGUAGUAAUTT AGGGGUGCCUGUGAUUAGUTT 
SAMM CGAGUGCUGAUACCUGUCATT UGAUGGAUGAUAUCUGUCATT 
8AP1S CGGGUCUUCACGACCAAUATT GGCGCAUGAGACCAUAU U ATT 
SF3A1 CUGACAUCUUCGGUGUAOATT CUGAGCGGCGUACUGACAUTT 
8F3A2 GACCCGUACUUCAUGAAGATT AUGCAAACUCUGCCUGACATT 
8F3B4 GUAGCUCCUUGGGGCAAAGTT GGCAAAGGUACUAAUCCCUTT 
SFPQ ACAGCCGAAUGGGCUACAUTT UUCGUCAACGUGAGAUGGATT 
WR810 UCACGUAGCAGGUCUUACATT GUCUUACAGUCGAGAUUAUTT 
SPRS14 UUCGAUGUGUUCCGACAGATT GAAAUCACUUAGAGAAUUGTT 
SFR810 GUACCAGAUCUACAUUGAUTT UGUACCAGAUCUACAUUGATT 
amvro CACCACAAUCAACCUUAUUTT GGUGUACQGACCUAUCAAATT 
SRA1 CCACAGUCGAACUCCUCUATT CCACGUCUGACAAGAGAGATT 
8RPK1 AGGUUAUCAUCUUGUGAAATT ACCAUGUGAUCCGAAAGUUTT 
TAF15 GGA1AJAUGGACCCAGAACATT GUGUCUACAGAUCAAGUUGTT 
THOC1 GUCGACACAUCCUGUUGCATT GGCAGGUCAAAUUCAAAAGTT 
T1AL1 GAUAUGGUAUOGCAAGUUATT GUAAACCAGUCAAGUCCAATT 
U2AF1 GCUCUCGGUUGCACAAUAATT GAAUAACCGUUGGUUUAAUTT 
U2AF2 GCUCAACGAGAAUAAACAATT AGGUCCUGUGCCUCAUGAATT 
Y14 CCACCGAAGAAGACAUACATT GGAUGCGUGAGGAUUAUGATT 
ZNFI3S AGCAUUAGAAGAUGUAGUATT CGCUACAAAGAGUGAUUCATT 
Table S2. Sequence of siRNAs used for the knockdown of RNA binding proteins. The list contains 




Cell culture and transfections. HeLa and 293 cells were grown and transfected in standard 
conditions, as described in the "Material and Methods" section of the current paper. 
Antibodies. Antibodies used for this complementary analysis were the following: a-Bcl-x 
(Genetex #105661), a-Bim (Cell Signaling #2819), a-McIl (Santa Cruz Biotechnology #MCL1S-19), 
a-actin (Sigma #A2066), a-GAPDH (Novus Biologicals #NB300-221). Rabbit polyclonal sérum was 
raised against a peptide unique to the hnRNP Al protein (ASASSSQRGR, a-hnRNP Al). Peptide 
synthesis and antibody production was carried out initially by the Service de Séquence de 
Peptide de l'Est du Québec, (CHUL, Ste-Foy, Quebec, Canada). For a-hnRNP F, a-hnRNP H and a-
SRp30c antibodies , rabbit polyclonal sera were raised against a peptide unique to the hnRNP F 
protein (MMLGPEGGEGFWKC), hnRNP H protein (QVLQENSSDFQSNIAC) and SRp30c protein 
(MSGWADERGGEGDGR). Peptide synthesis and antibody production was carried out initially by 
Chemicon International (Temecula, CA, USA). a-hnRNP K was a gift from G. Dreyfuss. 
Chemicals and inhibitors. Actinomycin D and DRB were purchased from Calbiochem. 
PARP cleavage assay. The inhibitor of caspases z-VAD-fmk (Calbiochem) was used at a final 
concentration of 50 nM and cells were treated for 24 hours after vinorelbine or the siRNA 
treatments was initiated. Two-third of the cells from each well were then collected for protein 
extraction and the rest was used for RNA extraction. Whole cells extracts were prepared in 
Laemmli sample buffer. Protein samples (20 mg/well) were fractionated on a 9% SDS-PAGE (29:1 
acrylamide:bisacrylamide) and transferred onto a Hybond-C nitrocellulose membrane. 
Immunodetection was performed according to standard protocols using a dilution of 1:500 of 
the rabbit anti-PARP antibody (Biosource) and 1:5000 of the HRP-conjugated anti-rabbit 
secondary antibody (Amersham Biosciences). 
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CHAPITRE II 
eIF4A3 régule l'épissage alternatif de transcrits impliqués 
dans le contrôle du cycle cellulaire 
Le premier chapitre de cette thèse rapporte la régulation exercée par les composants de l'EJC sur 
l'épissage alternatif de Bcl-x, ainsi que d'autres transcrits impliqués dans le processus 
apoptotique. L'inhibition des protéines elF4A3, Y14, RNPS1, SAP18 et Acinus par ARNi engendre 
des modifications du profil d'épissage de ces transcrits dirigées vers une production accrue 
d'isoformes pro-apoptotiques, et ces variations sont de plus corrélées à l'induction de l'apoptose 
dans différentes lignées cellulaires. En parallèle à mes travaux, une étude de Silver et 
collaborateurs a rapporté que la protéine Magoh, complexée à Y14 au sein du noyau de l'EJC, 
contrôle la division des cellules souches neurales. Les auteurs rapportent que la déplétion de 
Magoh, Y14 et elF4A3 perturbe l'assemblage et l'intégrité du fuseau mitotique (Silver et al., 
2010), mais demeurent élusifs sur le mécanisme moléculaire possiblement impliqué dans cette 
régulation. 
Nous nous sommes par conséquent attachés à valider d'une part une partie de ces observations 
phénotypiques dans les lignées cellulaires modèles HeLa-S3 et EcR-293, et d'autre part, à 
analyser les profils d'épissage de transcrits impliqués dans la progression du cycle cellulaire, en 
contexte de déplétion d'elF4A3, protéine centrale de l'EJC. L'hypothèse posée ici consiste à 
argumenter que des variations transcriptomiques imputables à une régulation différentielle de 
l'épissage alternatif de cette catégorie de transcrits seraient à l'origine de l'arrêt du cycle 
cellulaire. 
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MATERIEL ET METHODES 
Culture cellulaire et transfection des siRNAs 
Les cellules EcR-293 et HeLa-S3 ont été cultivées en milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 
médium) supplémenté avec 10% SVF (sérum de veau foetal) et 1% de glutamine. Les différents 
siRNAs (IDT) ciblant les transcrits elF4A3, Y14, HEC1, SON, AURKA, PLK1, ainsi que les siRNA 
exon-spécifiques ciblant les isoformes longues des transcrits HDAC3, FOXM1, NF2 et ZWINT ont 
été transfectés à la lipofectamine 2000 (Invitrogen) à raison de 100 nM, et leurs séquences sont 
listées dans le tableau 1. Après 72h de transfection, les cellules ont été récoltées et soumises à 
une extraction d'ARN au TriZol (Invitrogen). L'efficacité de la déplétion des protéines elF4A3 et 
Y14 a été évaluée par analyse en westem-blot. 
Cible Séouence sIRNA 
«IF4A3 AGCCACCUUCAGUAUCUCATT 
Y14 CCACCGAAGAAGACAUACATT 






Tableau 1 : Séquence des siRNAs utilisés. 
Traitement des cellules 
Les cellules EcR-293 sont ensemencées en milieu de croissance tel que décrit ci-dessus, et 
traitées à l'oxaliplatine 10 jiM (Service Pharmaceutique du Centre de Chimiothérapie du the 
Centre Hospitalier de l'Université de Sherbrooke) pour une durée de 20h environ. Lorsqu'utilisé 
en traitement conjoint à l'utilisation de siRNAs, l'oxaliplatine est ajouté dans du milieu frais 20h 
avant la récolte des cellules. En réalité, les échantillons d'ARN provenant d'expériences de 
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traitement à l'oxaliplatine réalisées dans le contexte d'un article préalablement publié par notre 
laboratoire (Shkreta et al., 2010) ont été ré-utilisés pour de nouvelles amplifications en RT-PCR, à 
savoir CDC25B, HDAC3, FOXM1, NF2 etZWINT. 
Analyse RT-PCR 
Cent quatre-vingts douze unités d'épissage de transcrits humains impliquées dans le cycle 
cellulaire ont été sélectionnées à partir de la base de données AceView. Plus précisément, la 
sélection a été basée sur une recherche par termes reliés à l'ontologie des gènes, les termes 
retenus étant « fuseau mitotique », « kinétochore », « centromère » et « cytosquelette ». 
D'autres unités ont été sélectionnées par moi-même, selon des évidences publiées d'implication 
directe de gènes spécifiques dans la transition G2/M du cycle cellulaire. Les amorces utilisées 
pour l'amplification par PCR de ces unités d'épissage ont été « désignées » avec le logiciel 
Primer3, au LGFUS. L'analyse en RT-PCR à moyen-débit a été conduite au LGFUS selon les 
conditions expérimentales décrites dans la section « Matériel et Méthodes » du premier 
chapitre. 
AmorwSans Amorça AntiSms 
HDAC3 Skip. Ex3-4 GAGCTGGACACCCTATGAA6CC TTCTTGGCATGGTGCAGACCA 
HDAC3 Sklp. Ex3 TGGACACCCTATGAAGCCCC GCCTGTGTAACGCGAGCAGAA 
CDC25B GAGCAGTTTGCCATCAGACG TCTGCCAGAGCATGGGTG 
INCENP CCGACCTCAGCCCCACGCAG CGCCGCAGAT7CTCCAGGCG 
FOXM1 CAGTGCCAACCGCTACTTGA G GGGAGTTCGGTTTTGATG 
NOEU ACCAAGCATCACGAAAATCC G GGTCAAAGCCGTTTACTGC 
MAP2KS TGATGTCTGGAGCTTA6GAATCTC ATTGAACTGCACGATGAACGG 
MAPK10 CAGAACCAAACACATGCCAA CGCTCATGGTCTAATTCCATCT 
MAP2 CAAGTTATTCTTCACGCACACC TGGATGTCACATGGCTTAGG 
NFZ AGAA6ACCTATCÎGCATTTGAGCC GGTAGCAGGAGAAGTGGCAGG 
ZWMT GGGAAGCCTTTGAGCAGC TCCCCATGGTGTCTCCTG 
UTRN CAAACACCCTCGACTTGGTT TGGCAATACTGCTGGATGAG 
RCC1 CGCCCGCTCCTGCCAAG TCCÀTCACATTCTCACCCAGCC 
FAM33A TG6AATATGAAATCAAGACTAATCATCCTG CCTTCACCAGCCCCCAATCTC 
POGZ ACCTGTTCÂTGGAATGTGAGG TGGTTGAGTAACCATTGTGCC 
CEP170 CGCAGAAGCCATCATTA6AAGTG TCGAT6AGCAGTCCAATCTCGG 
KIF13A GCATTCTCTCCTCAGCCACCAA ACCATTCCCTGTTCTCCAAGCT 
SNHG3-RCC1 AGGGTCCTTTATATAGAAGGGAGAGT CTTCTTGCTTTTGGGGATGGCA 
Tableau 2 : Séquence des amorces utilisées en PCR. 
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L'analyse RT-PCR des unités d'épissage CDC25B, HDAC3, F0XM1, NF2 et ZWINT a été réalisée au 
laboratoire. L'étape de transcription inverse a été effectuée avec le kit OmniScript RT (Qiagen) en 
utilisant une amorce random PdNe, à partir de 2 \ig d'ARN total, durant lh à 37°C. Un huitième du 
volume d'ADNc obtenu à l'issue de la réaction a ensuite été utilisé pour l'amplification par PCR. 
Les séquences des amorces utilisées pour cette étape sont indiquées dans le tableau 2. Du dCTP 
marqué en a-32P (Perkin-Elmer Canada Inc.) est incorporé dans les réactions de PCR afin de 
permettre une évaluation semi-quantitative (STORM Phospholmager 860, GE) du ratio des 
isoformes obtenues, après séparation des fragments d'ADN en gel de polyacrylamide 29 :1 à 8%. 
Western-Blot 
Les extraits cellulaires totaux de cellules HeLa-S3 et EcR-293 sont préparés par sonication et 
dosés dans du tampon Laemmli (10% glycérol, 5% P-mercaptoéthanol, 2,3% SDS, 62,5mM Tris-
HCI (pH 6,8), et 0,1% de bleu de bromophénol). Les protéines sont fractionnées sur gel de 
polyacrylamide dénaturant 10 ou 12% (29 : 1 acrylamide : bisacrylamide) et transférées sur une 
membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences). Les protéines sont détectées avec des 
anticorps primaires anti-elF4A3 1:1000, anti-PARP (intacte et clivée) 1:1000, anti-H3Serl0-
Phospho (Abcam) et anti-H2AX 1:1000 et anti-actine incubés sur la nuit, puis reconnus par un 
anticorps secondaire anti-lapin-HRP 1:5000 (Amersham Biosciences) incubé lh. La révélation se 
fait avec le kit de détection ECL (PerkinElmer). 
Immunofluorescence 
Une analyse du cycle cellulaire a été effectuée en contexte de déplétion d'elF4A3, ainsi que de 
déplétion spécifique des isoformes longues générées par épissage alternatif de FOXM1, HDAC3, 
NF2 et ZWINT, afin de déterminer les pourcentages de cellules accumulées en G0-G1, S, et G2/M. 
Les cellules sont fixées 20 min au paraformaldéhyde 3,7 %, perméabilisées au Triton X-100 0,1% 
durant 15 min, puis incubées avec les anticorps (primaires durant lh, et secondaires durant 45 
min) 48h après transfection des siRNAs. L'incorporation de bromodeoxyuridine (BrdU) permet 
d'identifier les cellules en phase S révélées par immunomarquage avec un anticorps anti-BrdU, et 
l'utilisation d'un anticorps anti-phospho-H3Serl0 permet d'évaluer le pourcentage de cellules en 
mitose. Dans le cadre de l'étude de la formation du fuseau mitotique, un anticorps anti-tubuline-
a est incubé en présence des cellules durant lh, et détecté avec un anticorps secondaire couplé 
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à l'AlexaFluor 488 incubé 45 min. Les noyaux des cellules sont colorés au Hoechst 33342. Les 
images d'immunofluorescence sont acquises à l'aide d'un microscope automatisé high-content 
Biolmager (BD Biosciences), par utilisation d'un objectif 20X et 40X utilisant un laser autofocus, 
ainsi que des filtres d'émission et d'absorption adaptés à chaque fluorochrome. La marge 
d'erreur expérimentale est calculée sur trois triplicats expérimentaux répétés sur trois 
transfections indépendantes de siRNAs. L'analyse des images repose sur l'utilisation du logiciel 
Attovision 1.6. 
RESULTATS 
1) La déplétion d'elF4A3 engendre un arrêt du cycle cellulaire en phases S et G2/M 
Deux siRNAs ciblant elF4A3, ainsi que différents siRNAs contrôles, ont été transfectés dans la 
lignée cellulaire HeLa-S3. L'analyse du cycle cellulaire en contexte de déplétion d'elF4A3 révèle 
une diminution de 10% dans la proportion de cellules accumulées en phase G0/G1, au profit 
d'une augmentation de 10% du pourcentage de cellules en phase S de réplication. Une légère 
accumulation en G2/M est également observée (Fig. 1). Cette faible augmentation d'environ 3% 
correspond néanmoins aux données de cytométrie de flux obtenues par Silver et al. (2010), dans 
la lignée HeLa, dans les mêmes conditions. Une analyse en western-blot révèle par ailleurs une 
très nette augmentation d'expression du marqueur de mitose H3SerlO-phospho (Fig. 2), dans les 
extraits protéiques totaux de cellules transfectées avec un siRNA ciblant elF4A3 et confirme 
l'arrêt mitotique suggéré par l'étude du cycle cellulaire. 
2} La protéine elF4A3 est requise pour l'intégrité du fuseau mitotique 
Afin de déterminer plus précisément la nature de l'arrêt mitotique, un essai 
d'immunofluorescence automatisé a été effectué sur cellules HeLa-S3 dépiétées d'elF4A3. Le 
suivi du double marquage a-tubuline et Hoechst permet d'apprécier la formation du fuseau 
mitotique dans ces cellules, par comparaison à des siRNAs contrôles négatifs et positifs. 
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L'utilisation de siRNAs dirigés contre les protéines KIF11 et PLK1 (contrôles positifs) permet de 
visualiser le type de défauts associés à un blocage des cellules en métaphase. KIF11 joue un rôle 
dans l'établissement des pôles du fuseau mitotique, ainsi que le positionnement des 
chromosomes sur la plaque métaphasique et leur séparation en anaphase (Sawin et al., 1992). 
PLK1 est une kinase mitotique essentielle à l'assemblage du fuseau, la séparation des 
centrosomes et l'attachement des microtubules sur les kinétochores (Dai et al., 2003, pour 
revue ; Oshimori et al., 2006 ; Bertran et al., 2011). Le knockdown de ces deux protéines par 
ARNi affecte considérablement l'assemblage du fuseau de division, celui-ci demeurant 
monopolaire. Les anomalies observées au grossissement 40x se traduisent notamment par un 
réseau de tubuline à morphologie étoilée, phénotype caractéristique de perturbations 
initialement associées au traitement des cellules avec des poisons du fuseau mitotique (Jordan et 
al., 1992). La déplétion d'elF4A3 engendre le même type d'effet, et l'inspection visuelle des 
cellules suggère qu'une cellule mitotique sur deux environ exhibe ces défauts de formation du 
fuseau et d'alignement des chromosomes en métaphase (Fig. 3). 
3) elF4A3 régule le ratio des isoformes CDC25B et d'autres transcrits impliqués dans la 
progression du cycle cellulaire 
Cent quatre-vingts douze événements d'épissage possédant une ontologie associée à la 
progression du cycle cellulaire ou ayant fait l'objet de publications rapportant leur implication 
dans la transition G2/M ont été criblés par analyse RT-PCR. L'objectif consistait à identifier les 
transcrits dont l'épissage alternatif serait modulé par la déplétion d'elF4A3 et/ou Y14, dans la 
lignée modèle EcR-293. L'impact de la déplétion d'Upfl a été analysé en parallèle afin d'éliminer 
les transcrits directement ou indirectement sensibles au NMD (nonsense-mediated decay). Ce 
contrôle nous permet d'argumenter que les variations observées dans le ratio des isoformes de 
transcrits régulés par elF4A3 n'est pas la conséquence d'une potentielle abrogation du NMD, 
lorsque ces ratios ne sont pas affectés par le knockdown d'Upfl, qui demeure l'effecteur 
essentiel de ce mécanisme de contrôle de qualité de l'ARN. La protéine SON joue un rôle 
important dans la localisation de protéines SR et des snRNPs dans les « speckles » nucléaires, et 
sa déplétion induit une redistribution de certains composants de l'EJC tels que Magoh et MLN51 
dans ces structures (Sharma et al., 2010). Par ailleurs, SON joue un rôle important dans la 
progression du cycle cellulaire. Son inhibition par ARNi provoque un arrêt mitotique en 
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métaphase causé par des anomalies de formation du fuseau mitotique (Rines et al., 2008 ; 
Sharma et al., 2010). Plus récemment, cette protéine a d'autre part été qualifiée de facteur 
d'épissage favorisant l'épissage constitutif de transcrits reliés au contrôle du cycle cellulaire (Ahn 
et al., 2011), ainsi que l'épissage alternatif des transcrits Bcl-x et Mcl-1 participant au processus 
apoptotique (Moore et al., 2010). Ces différentes fonctions justifient l'utilisation d'un siRNA 
dirigé contre SON dans notre criblage, dans le but d'identifier les transcrits dont l'épissage 
alternatif serait conjointement régulé par cette protéine et elF4A3 et/ou Y14. 
A la manière du criblage d'événements d'épissage reliés à l'apoptose et au cancer effectué au 
chapitre 1, nous avons fixé le seuil de significativité des variations de profils d'épissage 
attribuable à l'un des siRNAs utilisés à 10%, comparativement au contrôle de transfection. Sur les 
192 événements analysés, 18 sont régulés par elF4A3 et/ou Y14, sans être affectés par la 
déplétion de la protéine Upfl : HDAC3 (deux événements différents), CDC25B, INCENP, FOXM1, 
NDEL1, MAP2K5, MAPK10, MAP2, NF2, ZWINT, UTRN, RCC1, FAM33A, POGZ, CEP170, KIF13A, 
SNGH3-RCC1 (Fig.4). Parmi ces événements, trois, à savoir deux épissés à partir du transcrit 
HDAC3 et un épissé à partir du transcrit CDC25B, sont modulés par la déplétion de SON qui 
promeut, comme la déplétion d'elF4A3, une exclusion accrue d'exons alternatifs. Cette 
augmentation d'exclusion de l'exon 6 de CDC25B atteint 55% lorsque SON est inhibée, 
comparativement aux 8-10% d'exclusion de cet exon retrouvés dans le contrôle. Le knockdown 
d'elF4A3 engendre 21% d'exclusion de cet exon 6. 
Contrairement à la fonctionnalité des isoformes courtes mineures HDAC3 délétées des exons 3 
ou 3-4, l'exclusion de l'exon 6 du transcrit CDC25B est bien documentée dans la littérature. 
CDC25B code pour une tyrosine phosphatase impliquée dans la transition G2/M et la progression 
mitotique, l'activité de cette enzyme régulant le complexe Cdkl/Cycline B par retrait de 
phosphorylations inhibitrices portées par la thréonine 14 et la tyrosine 15 de la kinase Cdkl. 
L'épissage du pré-ARNm CDC25B produit trois isoformes majeures CDC25B1, CDC25B2 et 
CDC25B3 (NM_004358.3, NM_021872.2, NM_021873.2 respectivement). De manière 
intéressante, l'isoforme CDC25B2 qui correspond à la délétion de l'exon 6 suivie dans ce criblage, 
présente une activité mitogène accrue lorsqu'un vecteur épisomal contenant cette séquence est 
surexprimé chez la levure (Baldin et al., 1997). La surexpression de CDC25B inhibe de plus la 
prolifération cellulaire dans des essais in vitro menés à long terme, et cette activité anti-
proliférative est directement imputable à son activité catalytique (Varmeh-Ziaie et Manfredi, 
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2007). Ces évidences suggèrent qu'un débalancement des niveaux d'expression ou une 
perturbation de l'activité de cette phosphatase affecte la progression du cycle cellulaire. Ainsi, 
l'expression accrue de l'isoforme CDC25B2 induite par la déplétion d'elF4A3 coïncide 
parfaitement avec les données phénotypiques faisant état d'un blocage des cellules en G2/M 
(Fig. 1 et 2), et les anormalités du fuseau mitotique observées dans ce contexte (Fig. 3). 
l'ensemble du criblage indique que la déplétion d'elF4A3 affecte l'épissage alternatif de 
régulateurs critiques du cycle cellulaire. 
4) elF4A3 est impliquée dans le maintien de la stabilité génomique 
En raison de l'accumulation marquée des cellules en phase S conséquemment à la déplétion 
d'elF4A3, nous nous sommes questionnés sur la relation entre ce phénotype et l'accumulation 
de dommages à l'ADN dans les cellules, puisqu'une dérégulation de l'expression des transcrits 
CDC25B, HDAC3 et FOXM1 contrôlés par elF4A3 engendre une instabilité génomique. En effet, la 
surexpression de CDC25B, retrouvée dans de nombreuses tumeurs chez l'homme, provoque des 
aberrations chromosomiques causées par des défauts de réplication de l'ADN suivis d'une entrée 
précoce en mitose (Bugler et al., 2007 ; Bugler et al., 2006). L'invalidation du gène HDAC3 génère 
des dommages à l'ADN en perturbant le processus de réparation des cassures double-brin 
durant la phase S (Bhaskara et al., 2008 ; Bhaskara et al., 2010). Enfin, la surexpression de 
FOXM1, associée elle-aussi à la tumorigénèse, induit l'instabilité génomique dans les 
kératinocytes humains (Teh et al., 2010). 
L'utilisation du marqueur de cassures double-brin -/-H2AX permet d'apprécier l'intégrité du 
génome. Cette modification post-traductionnelle portée par l'histone H2AX, à savoir la 
phosphorylation de la sérine 139 catalysée par les kinases ATM, ATR et DNA-PK, met en évidence 
l'engagement du mécanisme de réparation de l'ADN en réponse au dommage (Kinner et al., 
2008, pour revue). Le knockdown d'elF4A3 entraîne une très nette augmentation de l'expression 
de ce marqueur y-H2AX, dès 48h après transfection du siRNA et cet effet est encore plus évident 
après 72h (Fig. 2). Le dommage à l'ADN corrèle par ailleurs parfaitement avec l'apoptose 
cellulaire détectée par clivage de la PARP (Fig. 2). 
Afin de déterminer si certains transcrits régulés par elF4A3 (Fig. 4) subissent les mêmes 
variations de profils d'épissage en contexte de déplétion de la protéine et de traitement avec 
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l'oxaliplatine, un agent alkylant connu pour induire du dommage à l'ADN, nous avons analysé les 
profils d'épissage de CDC25B, HDAC3, FOXM1, NF2 et ZWINT dans des cellules traitées 20h à 10 
liM de cet agent chimiothérapeutique (Fig. 5). Nous en avons conclu que les événements 
d'épissage CDC25B, FOXM1 et ZWINT réagissent similairement à la déplétion d'elF4A3 et au 
traitement à l'oxaliplatine. Dans ces deux conditions, l'épissage est redirigé vers une production 
accrue d'isoformes courtes. 
5) L'utilisation de siRNAs exon-spécifiques dirigés contre les formes longues de FOXM1 et NF2 
affecte la viabilité cellulaire 
Dans le but de vérifier l'hypothèse selon laquelle les altérations de profil d'épissage associés à 
certains transcrits régulés par elF4A3 pourraient être à l'origine des effets phénotypiques induits 
par la déplétion de cette protéine, nous nous sommes attachés à évaluer l'impact de la 
transfection de siRNAs ciblant spécifiquement les isoformes longues des transcrits FOXM1, 
HDAC3, NF2 et ZWINT. Le knockdown d'elF4A3 modulant l'épissage de ces transcrits vers une 
production augmentée d'isoformes courtes, généralement accompagnée d'une diminution 
d'expression des formes longues, nous cherchions à reproduire partiellement cet effet en ciblant 
précisément les formes longues de ces transcrits par ARNi. La figure 6 illustre l'efficacité des 
siRNAs exon-spécifiques utilisés, ceux-ci conduisant dans tous les cas à une diminution des 
isoformes longues ciblées, après 72h de transfection, ainsi qu'une légère augmentation 
d'expression des isoformes courtes, plus évidente dans la lignée EcR-293. 
Une fois l'action de ces siRNAs exon-spécifiques validée, nous avons analysé leur effet 
phénotypique, en étudiant d'une part la répartition des cellules à travers les différentes phases 
du cycle cellulaire et leur impact sur l'assemblage du fuseau mitotique, et d'autre part en 
évaluant l'expression de différents marqueurs de mitose, dommage à l'ADN et apoptose par 
western-blot, tel que décrit dans les paragraphes précédents en contexte de knockdown 
d'elF4A3. Le suivi de l'expression des marqueurs H3SerlO-phospho, y-H2AX, ainsi que le clivage 
de la PARP ne révèle aucune différence par rapport au contrôle de transfection. L'étude du cycle 
cellulaire ne permet pas non plus de mettre en évidence une accumulation des cellules en 
phases G2/M et S, observée lorsque elF4A3 est déplétée (résultats négatifs non présentés). 
Cependant, les expériences d'immunofiuorescence conduites dans le cadre de la visualisation du 
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fuseau mitotique font état d'une forte diminution de la prolifération et de la viabilité cellulaire, 
lorsque les siRNAs FOXMl-L et NF2-L sont transfectés dans la lignée HeLa (Fig. 7). Il faut 
cependant rester prudent sur l'interprétation de ces résultats, puisque la transfection d'un seul 
siRNA exon-spécifique ciblant une isoforme ne permet pas de conclure quant à la spécificité de 
cet effet. La validation rigoureuse de ces observations reste conditionnée à l'utilisation d'un 
siRNA global, ciblant les deux isoformes prises en compte pour la détermination du ratio 
d'épissage, ainsi qu'un siRNA ciblant spécifiquement l'isoforme courte (méthodologie décrite 
dans Prinos et al., 2011). Ces contrôles seulement nous autoriseraient à conclure que l'effet 
phénotypique observé est bien imputable à la réduction spécifique de l'isoforme longue des 
transcrits FOXM1 et NF2. 
L'ensemble des données obtenues par l'utilisation de siRNAs ciblant les isoformes longues 
suggère que les altérations phénotypiques provoquées par le knockdown de la protéine elF4A3 
résultent très probablement de l'accumulation de défauts d'épissage relevés dans des transcrits 
associés au cycle cellulaire et à la transition G2/M, et non pas à la perturbation du patron 






Fie. 1 : Impact de la déplétion d'elF4A3 sur le cycle cellulaire. Les différents siRNAs ont été 
transfectés 48h dans la lignée HeLa avant l'analyse en immunofluorescence. Le siRNA KITLG est 
utilisé comme contrôle négatif, et les siRNAs dirigés contre CCND1, RRM1, AURKB et BIRC5 
constituent les contrôles positifs respectivement associés à un blocage des cellules en phases 
G0/G1, S et G2/M. Il est à noter que le siRNA CCND1 (ciblant la cycline Dl) n'a pas fonctionné 
dans le contexte de cette expérience. Les barres d'histogramme bleue, jaune et orange 
renseignent sur le pourcentage de cellules accumulées dans ces différentes phases du cycle. 
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Fie. 2 : Impact de la déplétion d'elF4A3 sur l'expression des marqueurs de mitose H3SerlO-
phospho, du dommage à l'ADN y-H2AX et d'apoptose PARP. Les cellules HeLa ont été 
transfectées avec un siRNA ciblant elF4A3, puis récoltées après 48 et 72h afin de procéder à 





Fig. 3 : Etude de l'assemblage du fuseau mitotique en contexte de knockdown d'elF4A3. Deux 
siRNAs contre elF4A3 ont été transfectés dans la lignée Hela-S3, puis 48H plus tard, les cellules 
ont été marquées au Hoechst (bleu), colorant l'ADN, et le réseau de tubulîne-a a été mis en 
évidence par utlisation d'un anticorps dirigé contre cette protéine, puis détecté avec un 















Fig. 4 : Criblage d'événements d'épissage impliqués dans la progression du cycle cellulaire et la 
transition G2/M par analyse RT-PCR semi-robotisée, en contexte de knockdown des protéines 
elF4A3, Y14 et SON. L'analyse a porté sur 192 événements d'épissage sélectionnés selon leur 
ontologie ou les publications rapportant leur implication dans le cycle cellulaire. Les trois siRNAs 
ciblant elF4A3, Y14 et SON ont été transfectés 72h dans les cellules EcR-293, et un siRNA dirigé 
contre UPF1, l'effecteur-clé du NMD, a été utilisé parallèlement afin d'éliminer les transcrits 
sensibles à la dégradation par NMD. Les cases colorées représentent les variations significatives 
relevées dans le ratio des isoformes, pour les événements mentionnés. La couleur bleue révèle 
une augmentation d'exclusion d'un exon alternatif; la couleur jaune symbolise une 
augmentation d'inclusion. Les nuances de bleu sont associées à l'intensité croissante des 
variations observées, en différence de pourcentage d'exclusion par rapport au contrôle de 
transfection. 
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HDAC3 FOXM1 NF2 ZWINT COC25B 
OxalIPt 10 |iM -+-+- + - + + 
% d'Isoforme courte 16,9 17,3 48,7 61,5 1,9 2,9 50,2 60 15 41 
Fie. 5 : Impact d'un traitement à l'oxaliplatine sur l'épissage des transcrits HDAC3, FOXM1, NF2, 
ZWINT et CDC25B dans la lignée EcR-293. Les cellules ont été traitées 20h à 10 |iM 
d'oxaliplatine, récoltées puis soumises à l'extraction d'ARN. L'épissage des transcrits a été suivi 
par analyse RT-PCR, les flèches représentant les isoformes qui avaient été considérées pour 
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Fig. 6: Utilisation de siRNAs spécifiquement dirigés contre les isoformes longues des 
événements FOXMl, HDAC3, NF2 et ZWINT. Les cellules EcR-293 et Hela-S3 ont été 
transfectées avec les siRNAs ciblant elF4A3 ou les isoformes longues (indiquées par une *) 
épissées à partir des transcrits FOXMl, HDAC3, NF2 et ZWINT. Les deux isoformes dont on 
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Fig. 7 : Impact des siRNAs exon-spécifiques FOXM1-L et NF2-L sur la viabilité cellulaire. La lignée 
HeLa a pour cet essai été transfectée durant 48h avec un siRNA contrôle négatif KITLG ou les 
siRNAs ciblant les isoformes longues des transcrits FOXMl, NF2, HDAC3 et ZWINT, ainsi que 
plusieurs siRNAs contrôles positifs (ciblant KIF11, PLK1, AURKB et BIRC5). A) Après fixation et 
perméabilisation, les cellules ont été immunomarquées à la tubuline-a détectée avec un 
anticorps secondaire couplé à l'AlexaFluor 488 (vert) et les noyaux ont été colorés au Hoechst 
(bleu). B) Détermination du pourcentage de cellules totales par rapport à la moyenne des 




L'épissage alternatif du transcrit Bcl-x est un événement fondamental au regard des fonctions 
antagonistes encodées par ses deux isoformes au cœur du processus apoptotique. La plus 
longue, Bcl-x L, possède une activité anti-apoptotique, tandis que l'isoforme courte Bd-xS 
favorise l'apoptose. Bcl-xL empêche la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale, 
et inhibe ainsi le relargage de facteurs pro-apoptotiques incluant Bcl-xS dans le cytosol, et par 
conséquent le clivage et l'activation subséquente des caspases, effectrices d'apoptose. La cellule 
doit en tout temps assurer le maintien d'un équilibre nécessaire entre les niveaux d'expression 
de ces deux isoformes afin de promouvoir sa survie ou programmer son suicide lorsque les 
conditions environnementales deviennent défavorables. Cette adaptation requiert un contrôle 
étroit de l'épissage de Bcl-x. 
Le laboratoire du Dr Chabot s'attache, depuis plusieurs années, à élucider la régulation de 
l'épissage alternatif de Bcl-x, à différents niveaux. Mes travaux de thèse avaient pour objectif 
d'identifier de nouveaux régulateurs protéiques et caractériser les régions cis liées par ces 
éléments. Dans cette optique, un criblage à l'ARN interférence portant initialement sur une 
soixantaine de protéines de liaison à l'ARN (RBP) conduit en collaboration avec le Laboratoire de 
Génomique Fonctionnelle de l'UdeS a mis en évidence l'implication des protéines Y14 et RNPS1, 
puis d'autres composants du complexe EJC, à savoir elF4A3, SAP18 et Acinus, dans la régulation 
de l'épissage alternatif de Bcl-x. Ces observations apparaissent à priori originales, puisqu'aucune 
des protéines du noyau central de l'EJC n'avait jamais été associée à la régulation d'événements 
d'épissage, avant des évidences très récentes chez la drosophile, publiées fin 2010 (Ashton-
Beaucage et al., 2010 ; Roignant et Treisman, 2010). Chez les mammifères, Bcl-x demeure à date 
le seul exemple répertorié de régulation directe d'épissage par les protéines elF4A3 et Y14 (et 
vraisemblablement Magoh), à notre connaissance. 
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Les composants de l'EJC régulent l'épissage alternatif de Bcl-x 
Les protéines de l'EJC elF4A3, Y14, RNPS1, SAP 18 et Acinus régulent le ratio des isoformes Bcl-x 
dans les lignées cellulaires PC-3, HeLa et EcR-293. Ce complexe EJC est habituellement déposé 20 
à 24 nt en amont des jonctions exoniques, une fois la réaction d'épissage complétée. Celui 
assure alors l'export de l'ARN épissé du noyau au cytoplasme, stimule l'initiation de la traduction 
et signale la présence de codons prématurés de terminaison, lors du premier passage des 
ribosomes, afin d'initier le mécanisme de NMD. Au regard des fonctions bien documentées de ce 
complexe protéique, la découverte d'une activité régulatrice d'épissage exercée par ces 
protéines sur Bcl-x pouvait paraître surprenante, d'autant plus que d'autres protéines qui 
intègrent ce complexe EJC ne présentent pas cette propriété. En effet, la déplétion des protéines 
impliquées dans l'export (UAP56, Aly/Ref, TAP) ou l'initiation du NMD (MLN51 et protéines UPF) 
n'a pas d'impact sur les niveaux d'expression relatifs des isoformes Bcl-x. Ces observations 
éliminent la possibilité de conséquences indirectes de l'abrogation de ces mécanismes sur 
l'abondance relative des isoformes de Bcl-x, d'autant plus que l'ajout de protéines 
recombinantes His-elF4A3 et His-Y14/Magoh à un extrait nucléaire module cet épissage in vitro, 
et reproduit l'effet d'une surexpression de ces protéines sur des minigènes Bcl-x transfectés dans 
la lignée cellulaire de référence EcR-293. Par ailleurs, les expériences d'immunoprécipitation de 
l'ARN conduites à partir d'extraits cellulaires révèlent que contrairement à la liaison des 
protéines de l'EJC sur l'ARN mature épissé, retrouvée dans le contexte naturel des fonctions 
premières de ce complexe protéique, elF4A3, Y14, Magoh et RNPS1 sont retrouvées associées au 
pré-ARNm Bcl-x, comme attendu si ces protéines influencent les décisions d'épissage s'opérant 
sur ce transcrit. 
Ainsi, le rôle exercé par ces protéines dans la régulation de l'épissage de Bcl-x apparaît distinct 
de leur fonction dans l'EJC conventionnel, décrit au début des années 2000. D'une part, les 
protéines du noyau de l'EJC, elF4A3, Y14 et Magoh, sont habituellement retrouvées dans les 
complexes spliceosomaux tardifs B et C, et non les complexes E et A qui semblent être impliqués 
dans cet exemple précis de régulation sur le transcrit Bcl-x. En effet, les expériences 
d'immunoprécipitation d'ARN conduites in vitro en absence d'ATP, attestent d'une liaison 
précoce des protéines elF4A3, Y14 et Magoh sur Bcl-x, avant l'assemblage du complexe 
spliceosomal A. La déplétion d'ATP a par ailleurs été réalisée de deux manières différentes, selon 
des protocoles bien établis visant à répondre à cette question précise de l'étape d'intervention 
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d'un régulateur protéique durant l'assemblage et les remaniements du spliceosome au cours de 
la réaction d'épissage. D'autre part, l'utilisation de minigènes reproduisant l'unité d'épissage Bcl-
x, délétée de régions particulières, démontre que l'activité des protéines du noyau central 
elF4A3 et Y14/Magoh, et la protéine RNPS1, est exercée à travers des éléments ris distincts, 
éloignés sur le transcrit et ne correspondant pas à la position attendue de l'EJC, ie 20 à 24 nt en 
amont d'une potentielle jonction exonique. la protéine RNPS1 exerce son action sur l'élément 
SB1, constituant les 360 premiers nucléotides de l'exon 2, alors que la régulation exercée par 
elF4A3 et Y14, probablement complexée à son partenaire Magoh, est médiée par l'élément B2 
situé 10 nt en aval du site d'épissage xs. Ces deux éléments sont séparés physiquement d'environ 
300 nt, et cette distance est incompatible avec l'hypothèse d'une régulation conditionnée par un 
EJC constitué de son noyau central sur lequel viendraient se greffer RNPS1 et ses partenaires 
SAP18 et Acinus. 
Il apparaît par conséquent que non pas l'EJC dans sa totalité, mais plutôt des sous-complexes de 
certains de ses constituants sont responsables de la régulation du ratio des isoformes Bcl-x, in 
vitro et in vivo. L'étude de la dynamique d'assemblage de ces facteurs a fait l'objet de plusieurs 
publications démontrant que la composition de l'EJC varie au cours du temps (Tange et al., 2005 ; 
Tange et al., 2004, pour revue) et le dépôt même de cette empreinte aux jonctions exoniques 
apparaît comme un processus régulé, selon une étude récente conduite chez la drosophile 
(Saulière et al., 2010). Cette dernière révèle que l'EJC n'est pas retrouvé constitutivement à 
toutes les jonctions exon-exon, et que son association à l'ARN dépend d'éléments cis spécifiques 
propres à certains transcrits. Nos observations suggèrent que deux sous-complexes de protéines 
s'assembleraient de part et d'autre du site xs pour influencer les décisions d'épissage prises sur le 
transcrit Bcl-x. 
Pourquoi privilégier l'argument de sous-complexes protéiques plutôt que proposer celui de 
protéines individuelles elF4A3, Y14 et RNPS1 agissant à la manière de facteurs d'épissage de Bel-
x? 
RNPS1 est une protéine SR dont l'activité régulatrice a été mise en évidence sur l'épissage 
alternatif des transcrits Tra2p et un modèle de (î-globine (Sakashita et al., 2004). La régulation 
exercée par ce facteur sur Bcl-x n'apparaît donc pas surprenante, d'autant plus qu'RNPSl 
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s'associe à SAP18 et Acinus pour former le complexe ASAP (Apoptosis and Splicing Activating 
Proteins). L'ASAP possède une propriété régulatrice d'épissage in vitro et sa micro-injection dans 
des cellules HeLa accélère de plus la progression apoptotique (Schwerk et al., 2003). Les 
protéines RNPS1 et Acinus possèdent toutes deux une structure de type protéine SR comprenant 
un RRM ainsi qu'un ou plusieurs domaines RS ou « RS-like », mais SAP18 ne présente pas ces 
caractéristiques de facteurs d'épissage (Singh et al., 2010). Cependant, ces trois protéines 
régulent l'épissage de Bcl-x de la même manière. Leur déplétion individuelle promeut une 
expression accrue d'isoforme pro-apoptotique Bcl-xs, tout comme la déplétion des autres 
constituants de l'EJC identifiés au cours de ces travaux de thèse, à savoir elF4A3, Y14 et Magoh, 
par extension. Les trois constituants du noyau central de l'EJC (dépourvu d'MLN51) forment un 
sous complexe appelé aujourd'hui « pré-EJC », assemblé sur le pré-ARNm avant la deuxième 
réaction catalytique d'épissage. elF4A3, une ARN hélicase, apparaît comme la protéine d'ancrage 
de ce complexe, et adopte une position fermée, stable, en présence de l'hétérodimère 
Y14/Magoh et d'ATP (Gehring et al., 2009). Bien que la protéine Y14 possède un RRM, il est 
connu que sa fonction a été détournée au profit des interactions protéiques établies avec Magoh 
(Shi et Xu, 2003). Le rôle exercé par la protéine PYM sur le sous-complexe trimérique du noyau 
de l'EJC a été récemment mis en évidence et coïncide parfaitement avec l'argument d'une 
régulation conjointe exercée par elF4A3, Y14 et Magoh. La surexpression de PYM déstabilise 
l'hétérodimère Y14/Magoh et perturbe ainsi toutes les fonctions de l'EJC in vitro et dans la lignée 
HeLa (Gehring et al., 2009). Nos résultats montrent que la surexpression de PYM favorise la 
sélection du site pro-apoptotique xs, alors que sa déplétion engendre au contraire une 
diminution du ratio Bcl-Xs/Bcl-Xt, très probablement par stabilisation du complexe trimérique 
elF4A3 - Y14 - Magoh sur l'élément B2. 
L'ensemble de ces observations suggère que deux sous-complexes composés d'RNPSl, SAP18 et 
Acinus d'une part, et elF4A3, Y14 et Magoh d'autre part, s'associent probablement 
respectivement aux régions SB1 et B2 (toutes deux délimitées plus finement au chapitre 1) pour 
exercer une action conjointe sur l'épissage du transcrit Bcl-x, en affectant l'utilisation du site xs. 
Un argument supplémentaire en faveur de l'association de sous-complexes sur les éléments c/s 
caractérisés repose sur les effets similaires induits par la déplétion et la surexpression de ces 
facteurs individuels, vers l'augmentation d'expression de l'isoforme Bcl-xs. Ce type de résultats a 
fréquemment été observé dans le contexte d'activateurs transcriptionnels (Gill et Ptashne, 
1988 ; Ptashne et Gann, 1990) et peut s'appliquer lorsque des protéines exercent une régulation 
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sous forme complexée. Dans ce contexte, surexprimer l'un des facteurs protéiques d'un 
complexe régulateur induirait des effets dominants-négatifs imputables à la séquestration de ses 
constituants endogènes et empêcherait l'activité globale du complexe, en débalançant sa 
stœchiométrie (discuté dans Cardarelli et al., 2011, hors contexte d'épissage). 
La position de ces deux groupes de protéines (RNPS1 - SAP18 - Acinus et elF4A3- Y14 - Magoh) 
sur le transcrit Bcl-x, respectivement en amont et en aval du site d'épissage xs, laisse libre cours à 
une spéculation mécanistique intéressante. On peut en effet imaginer que ces deux sous-
complexes présentent une tendance naturelle à s'associer, et établissent dans ce but des 
interactions protéiques, en plus de leur liaison à l'ARN. Bien qu'on ne connaisse pas l'identité des 
acteurs protéiques qui y contribueraient directement (RNPS1 et elF4A3, ou d'autres constituants 
des deux sous-complexes), ces interactions induiraient ainsi un changement conformationnel de 
la macromolécule de transcrit Bcl-x, qui adopterait une structure secondaire de boucle ayant 
pour nœud ces sous-complexes assemblés à la manière d'un « EJC-like » (Fig. 14). Cette boucle 
séquestrerait de la sorte le site xs empêchant son accès à la machinerie spliceosomale, en 
conditions physiologiques « optimales », et selon ce modèle hypothétique, des perturbations de 
stœchiométrie de chacun des sous-complexes perturberaient inéluctablement la formation de 
cette structure, rendant le site xs accessible. La proposition d'un tel modèle dans le cadre de la 
régulation de l'épissage de Bcl-x par les protéines de l'EJCest naturellement liée à l'historique du 
« looping out » proposé par le laboratoire du Dr Chabot pour expliquer l'épissage de longs 
introns, favorisé par la liaison de protéines hnRNP sur des séquences cis introniques très 
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Fie. 14 : Modèle d'assemblage et mécanistique de régulation exercée par les protéines de l'ElC sur le 
pré-ARNm Bcl-x (voir texte). 
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les composants de l'EJC régulent l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans 
l'apoptose 
La déplétion des protéines de l'EJC provoque des répercussions sur l'épissage d'autres transcrits 
impliqués dans le processus apoptotique, révélées par l'analyse RT-PCR semi-automatisée 
(conduite au Laboratoire de Génomique Fonctionnelle de l'UdeS) du profil d'épissage de 96 
événements sélectionnés selon leur ontologie reliée à l'apoptose ou à la tumorigénèse. Parmi 
cette sélection, 24 événements (soit un quart exactement) connaissent des variations du ratio de 
leurs isoformes attribuables à la déplétion d'au moins une des protéines associée au complexe 
EJC, indépendamment du mécanisme de NMD, puisque la déplétion de la protéine UPF1 
n'affecte pas ce ratio ou l'affecte de manière opposée (à savoir vers l'inclusion d'un exon 
alternatif, lorsque le knockdown d'un ou plusieurs constituants favorise l'exclusion de ce même 
exon ou vice-versa). En restreignant l'analyse aux événements régulés par elF4A3 et Y14, on 
constate que la moitié des transcrits régulés par ces protéines du noyau de l'EJC ne réagissent 
pas à la déplétion d'UPFl, fait qui, encore une fois, apparaît surprenant au regard des fonctions 
de ces protéines initialement décrites. Ainsi, l'épissage de Bcl-x n'est pas le seul événement 
d'épissage alternatif contrôlé par certains constituants de l'EJC. Il est à noter cependant que bien 
que les effets indirects du NMD ne soient pas applicables à ces observations, on ne peut réfuter 
qu'une partie de ces variations transcriptomiques pourrait néanmoins résulter de défauts 
d'export ou de localisation de certains ARNm et d'éventuelles conséquences sous-jacentes sur 
l'épissage alternatif. Cet argument a été réfuté pour Bcl-x en déplétant les protéines de l'EJC 
assurant l'export des messagers du noyau au cytoplasme, Aly/Ref, TAP et UAP56, dans la lignée 
HeLa. Une étude plus approfondie aurait nécessité d'étudier les variations de profil d'épissage de 
cette classe de transcrit régulée par les protéines individuelles de l'EJC, en contexte de déplétion 
de ces trois protéines d'export, voire de réaliser des fractionnements subcellulaires, afin 
d'objecter l'hypothèse de défauts de transport se répercutant sur l'épissage de transcrits 
particuliers. 
Une observation particulièrement intéressante émane de l'étude de ces événements d'épissage, 
concernant les transcrits Bim et Mcl-1. Bim, comme Bcl-x, réagit au knockdown d'elF4A3, Y14, 
RNPS1, SAP18 et Acinus, et Mcl-1 est régulé par la protéine Y14. La déplétion de ces protéines 
promeut, sur les deux transcrits, une augmentation d'expression des isoformes courtes, pro-
apoptotiques. Comme Bcl-x, Bim et Mcl-1 encodent des protéines impliquées dans la voie 
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mitochondriale de l'apoptose, dont l'activation menant au relargage du cytochrome c est 
considérée comme un signal apoptotique précoce (Brenner et al., 1998 ; Tsujimoto et Shimizu, 
2000 ; Green et Kroemer, 2004, pour revues). Ces variations de profils d'épissage en faveur 
d'isoformes pro-apoptotiques concordent par conséquent avec le phénotype nettement 
apoptotique des cellules transfectées avec les siRNAs ciblant les protéines de l'EJC, en particulier 
elF4A3 et Y14, et ce dans les trois lignées cellulaires étudiées (PC-3, HeLa et EcR-293). D'autre 
part, l'expression accrue des isoformes courtes Bcl-xs, Mcl-ls et Bim-S constitue probablement le 
signal promoteur d'apoptose, puisque l'inhibition générale des caspases n'affecte pas le ratio des 
isoformes Bcl-x, en contexte de déplétion d'Y14 et RNPS1. 
Comment peut-on interpréter l'activation de l'apoptose dans les cellules déplétées de protéines 
de l'EJC, et le fait que ce mécanisme s'exerce à travers une régulation de l'épissage alternatif de 
certains transcrits? 
Environ 10% du transcriptome est régulé par le NMD, chez l'homme (Mendell et al., 2004). Le 
mécanisme de NMD est majoritairement initié à travers le complexe EJC, chez les mammifères, 
et possède plusieurs fonctions essentielles, relativement conservées à travers le règne 
eucaryote. En dégradant les ARNm portant des codons prématures de terminaison (PTC) 
introduits par des défauts de réplication, de transcription, d'épissage, voire des réarrangements 
chromosomiques, le NMD assure d'une part un contrôle-qualité de l'expression génique (Lejeune 
et al., 2005 ; McGIincy et al., 2008) et contribue d'autre part de façon importante à la régulation 
homéostatique de transcrits codant pour de nombreuses protéines régulatrices, notamment des 
facteurs d'épissage (Lewis et al., 2003). En effet, plusieurs protéines SR et hnRNP utilisent le 
NMD pour auto-réguler leurs propres niveaux d'expression, en favorisant l'inclusion ou 
l'exclusion d'un exon alternatif qui générera l'introduction d'un PTC dans leurs propres transcrits 
afin de les assujettir à la dégradation (Sureau et al., 2001 ; Wollerton et al., 2004). Ce mode 
d'auto-régulation est souvent corrélé à la présence d'éléments ultra-conservés dans la région du 
PTC, révélant ainsi la pression sélective exercée sur ce mécanisme d'« AS-NMD » (alternative 
splicing coupled with NMD) et par conséquent son caractère fondamental (Ni et al., 2007 ; 
Lareau et al., 2007). 
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Selon les estimations habituelles, il est admis qu'un tiers des mutations ponctuelles à l'origine de 
maladies génétiques et de nombreux cancers sont de type non-sens (Frischmeyer et Dietz, 1999 ; 
Holbrook et al., 2004; Bhuvanagiri et al., 2010, pour revues). La plupart du temps, la 
pathogénèse est liée à l'haploinsuffisance d'un gène ayant incorporé un PTC initiant le 
mécanisme de NMD et la sévérité d'un phénotype pathologique imputable à une mutation non-
sens varie entre des individus présentant la même mutation, mais des degrés d'efficacité du 
NMD différents (Kerr et al., 2001 ; Linde et al., 2007). Néanmoins, la fonction première de ce 
contrôle-qualité est d'assurer l'élimination des transcrits portant des PTCs, afin d'empêcher la 
traduction de ces ARNm aberrants qui aboutirait à la production de protéines tronquées et 
potentiellement pathologiques pour l'organisme, par acquisition de propriétés dominantes 
négatives ou gain de fonction. La protéine Upfl (ou Rentl son homologue murin) est essentielle 
à la viabilité de l'embryon, puisque son invalidation chez la souris ne permet pas d'obtenir des 
embryons homozygotes Upfl7" au stade post-implantatoire. Une apoptose massive est de plus 
engagée dans les cellules souches provenant de ces embryons, rapidement après leur mise en 
culture (Medghalchi et al., 2001). Ces observations soutiennent le caractère globalement 
bénéfique du NMD pour la physiologie de l'organisme. 
Chez les mammifères, l'EJC initie le NMD et de ce fait des diminutions de niveaux d'expression 
de certains composants de ce complexe se répercutent sur son fonctionnement. L'efficacité du 
NMD apparaît directement corrélée à la concentration d'RNPSl, dans différents clones de 
cellules HeLa (Viegas et al., 2007). Les cellules cancéreuses s'avéreraient particulièrement 
vulnérables à la disponibilité de ces facteurs, en raison de l'instabilité génomique qui les 
caractérise. L'élimination de nombreux transcrits « toxiques », contenant des PTCs, est donc 
nécessaire à la survie et la prolifération de ces cellules cancéreuses, par extrapolation du 
caractère essentiel du NMD dans les cellules en division rapide (Weischenfeldt et al., 2008). De 
nombreux gènes suppresseurs de tumeur, incluant entre autres p53, RB, BRCA1 et BRCA2, sont 
porteurs de mutations non-sens générant des transcrits substrats du NMD (Gardner, 2010, pour 
revue). Environ 80% des mutations retrouvées dans le transcrit CDH1 (encodant l'E-cadhérine) 
introduisent des PTCs, chez les patients atteints de cancer gastrique héréditaire diffus. Chez ces 
individus, l'âge d'apparition du cancer est directement corrélé à l'activation du NMD (Karam et 
al., 2008). Cet exemple illustre le caractère délétère exercé par le NMD sur la progression 
tumorale, étayé par une étude récente qui démontre que son inhibition stimule l'antigénicité 
tumorale, dans des modèles murins (Pastor et al., 2010). Les niveaux d'expression d'Y14, Magoh 
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et elF4A3 sont accrus dans les cancers ovariens de stades avancés (communication non publiée, 
P. Prinos, LGFUS). L'activation de l'apoptose en réponse à la déplétion des constituants de l'EJC 
relevée au cours de ces travaux de thèse contrecarre vraisemblablement les dysfonctionnements 
subséquents du NMD (Fig. 15). 
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FI». 15 : Pertinence biologique du contrôle de l'épissage alternatif par les protéines de l'EJC (voir texte). 
Mes travaux suggèrent que les composants de l'EJC auraient acquis une diversification de 
fonctionnalité orientée vers la régulation de l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans la 
réponse apoptotique, chez les mammifères. Plusieurs publications publiées l'an dernier 
explorent les fonctions divergentes de ce complexe protéique, et parviennent à des conclusions 
consolidant ce postulat. Certains facteurs de l'EJC, et en particulier ceux du pré-EJC, participent à 
la régulation de l'épissage du transcrit MAPK, ainsi que d'autres possédant de longs introns et 
transcrits à partir de gènes hétérochromatiques, chez la drosophile (Ashton-Beaucage et al., 
2010 ; Roignant et Treisman, 2010). L'EJC supporte donc les processus de prolifération et de 
survie cellulaires, ainsi que le développement, une argumentation également proposée par Silver 
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et collaborateurs, fondée sur le contrôle exercé par Magoh sur la neurogénèse. Cette étude 
rapporte des perturbations d'organisation des microtubules affectant la formation du fuseau 
mitotique associées à la déplétion des composants du pré-EJC (Silver et al., 2010). Pour concilier 
ces données, il est à noter qu'un criblage haut-débit a également identifié Y14 comme régulateur 
de l'épissage alternatif de Bcl-x et Mcl-1, et propose plus généralement que ces transcrits 
subissent une régulation coordonnée, exercée par un réseau de facteurs orchestrant le contrôle 
du cycle cellulaire centré sur la kinase Aurora A (Moore et al., 2010). 
La conciliation de l'ensemble de ces observations inspire la notion de point de contrôle que la 
régulation de l'épissage alternatif par les composants de l'EJC constituerait pour la cellule, afin 
de s'assurer du bon fonctionnement du NMD. Une baisse critique du niveau d'expression de ces 
facteurs altère en effet l'épissage alternatif de régulateurs-clés de l'apoptose et engage la mort 
cellulaire programmée, processus indissociablement couplé au contrôle du cycle cellulaire. 
elF4A3 régule l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans le contrôle du cycle 
cellulaire 
En relation directe avec le premier chapitre de cette thèse, et les travaux de Silver et 
collaborateurs, nous nous sommes questionnés sur la nature du contrôle exercé par certains 
composants de l'EJC sur la progression du cycle cellulaire. Nous avons postulé que les protéines 
elF4A3 et Y14 réguleraient l'épissage alternatif de transcrits spécifiquement impliqués dans cette 
progression, et plus particulièrement la transition G2/M et la phase S, en raison des défauts de 
formation du fuseau mitotique et du dommage à l'ADN associés à la déplétion de Magoh (Silver 
et al., 2010). Le criblage de 192 événements d'épissage reliés au cycle cellulaire conduit en 
contexte de déplétion des protéines elF4A3, Y14 ainsi que SON, qui participe à la localisation de 
certains constituants de l'EJC (Sharma et al., 2010), a permis d'identifier plusieurs de ces 
transcrits subissant des variations de profil d'épissage. Seuls quatre événements d'épissage 
(HDAC3 Ex3-4, NF2, ZWINT et FAM33A) sont co-régulés par les protéines elF4A3 et Y14, et trois 
co-régulés par elF4A3 et SON (HDAC3 Ex3-4, HDAC Ex3 et CDC25B). Ces observations suggèrent 
d'une part que l'argument de localisation subcellulaire des protéines de l'EJC par SON proposé 
par Sharma et collaborateurs ne permet pas d'expliquer l'ensemble des variations de profil 
d'épissage induites par la déplétion d'elF4A3 (puisque 13 événements au total sont régulés par 
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elF4A3), et d'autre part que la formation d'un complexe elF4A3-Y14 n'est pas requise pour la 
régulation de la majorité de ces transcrits impliqués dans la progression du cycle cellulaire. 
Comment expliquer les différences de sensibilité de l'épissage alternatif de ces transcrits à la 
déplétion d'etF4A3, Y14 et SON ? 
A la manière de la régulation de l'épissage de Bcl-x, un complexe elF4A3-Y14 (comprenant ou 
non Magoh) pourrait influencer de façon directe ou indirecte l'épissage des transcrits HDAC3 
(événement concernant l'inclusion des exons 3-4), NF2, ZWINT et FAM33A. Rappelons qu'aucun 
de ces événements d'épissage ne produit de cible du NMD, processus auquel on associe 
généralement les composants de l'EJC chez les mammifères. Possiblement, ces protéines 
s'associeraient à certains ARN pré-messagers et moduleraient ainsi leur épissage. Néanmoins, la 
liaison sur l'ARN serait probablement assurée par elF4A3 si un tel complexe était formé, puisque 
la structure cristallographique d'Y 14 révèle que son RRM est inaccessible au sein de 
l'hétérodimère formé avec Magoh (Lau et al., 2003). On peut à côté de cela proposer qu'Y14 
régulerait certains événements d'épissage, indépendamment d'elF4A3, comme observé sur les 
transcrits MAPK10, MAP2, RCC1 et KIF13A. 
SON et elF4A3 sont connues pour interagir directement avec l'ARN. SON présente une structure 
de type SR et son implication dans la régulation de l'épissage constitutif de transcrits, impliqués 
dans le contrôle du cycle cellulaire et la réparation de l'ADN, fait l'objet d'une publication 
récente (Ahn et al., 2011). Bien que concentré sur des événements d'épissage alternatif, notre 
criblage a identifié 34/192 événements d'épissage modulés par la déplétion de SON, soit environ 
18%, dont 24 subissant une exclusion accrue d'un exon alternatif et 10 orientés vers l'inclusion 
(données non présentées). Nos données concordent donc très bien avec le rôle de senseur de 
progression du cycle cellulaire attribué à cette protéine. La déplétion de SON induit une 
accumulation des cellules en pro-métaphase due à des anomalies de formation du fuseau 
mitotique et de ségrégation des chromosomes (Ahn et al., 2011). Ces évidences phénotypiques 
sont similaires aux défauts induits par la déplétion d'elF4A3. 
En relation avec le mode d'action de SON proposé par Ahn et collaborateurs, stipulant que SON 
faciliterait l'interaction de protéines SR et autres composants spliceosomaux avec le CTD de 
l'ARN pol II afin de stimuler l'épissage de transcrits présentant des sites faiblement définis, on 
135 
peut proposer que SON stimulerait la liaison d'elF4A3 sur les transcrits HDAC3 et CDC25B, tous 
deux co-régulés par ces deux protéines. Ce mécanisme régulateur pourrait être utilisé de façon 
préférentielle sur HDAC3 et CDC25B, afin de permettre leur expression optimale avant l'entrée 
en mitose. Les deux protéines jouent en effet un rôle capital au cours de la progression 
mitotique. HDAC3 favorise la phosphorylation H3-Serl0 (un marqueur de mitose), en 
augmentant l'affinité de la kinase Aurora B, qui catalyse cette phosphorylation, pour les queues 
des histones H3 déacétylées (Li et al., 2006). La phosphatase CDC25B est quant à elle 
spécifiquement requise pour la transition G2/M, celle-ci promouvant le retrait de 
phosphorylations inhibitrices portées par les résidus Thrl4 et Tyrl5 de la Cdkl (Honda et al., 
1993 ; Lammer et al., 1998). La transcription, comme l'épissage, sont réprimés durant la mitose 
(Shermoen et O'Farrell, 1991 ; Shin et Manley, 2002). Cette inhibition implique que les transcrits 
indispensables à cette étape du cycle cellulaire aient été maturés et traduits, au plus tard en 
phase G2 dans le but d'assurer la fonction cruciale des protéines encodées. Cette nécessité de 
rapidité de synthèse et maturation justifierait possiblement une régulation co-transcriptionnelle 
par SON etelF4A3. 
La déplétion de la protéine elF4A3 affecte également plusieurs événements d'épissage reliés au 
cycle cellulaire, indépendamment de la régulation exercée par SON et Y14, à savoir INCENP, 
FOXM1, NDEL1, MAP2K5, UTRN, CEP170 et SNHG3-RCC1. Le facteur de transcription FoxMl est 
requis pour l'exécution du programme mitotique, à travers la régulation transcriptionnelle de 
nombreux gènes spécifiques à la phase G2/M, et l'attachement des chromosomes sur le fuseau 
de division. Sa déplétion engendre un délai du cycle cellulaire en G2, des défauts de ségrégation 
des chromosomes, ainsi qu'une fréquente cytokinèse aberrante menant à la polyploïdie (Laoukili 
et al., 2005). Bien qu'on ne connaisse pas la fonctionnalité de ses isoformes produites par 
épissage alternatif, il est intéressant de noter qu'elF4A3 régule FoxMl, en raison des nombreux 
effets indirects se répercutant éventuellement sur l'activation transcriptionnelle de gènes aussi 
importants que ceux codant pour la phosphatase CDC25B, la cycline B et les kinases Plkl et 
Aurora B, chacune de ces protéines exerçant des fonctions cruciales en G2/M. 
En dehors de ses fonctions reliées à l'EJC et au NMD, elF4A3 a récemment été associée à la 
biogénèse de l'ARN ribosomique 18S, démontrant que cette protéine, conservée à 60% entre la 
levure S. cerevisae et l'homme, possède une fonction évolutive en dehors de l'EJC (qui n'existe 
pas chez la levure). elF4A3 appartient à la famille des hélicases à DEAD-box, dont les fonctions 
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biologiques s'avèrent diverses et variées (Bleichert et Baserga, 2007, pour revue). L'assemblage 
dynamique du spliceosome requiert au moins 8 de ces hélicases. En particulier, des mutations 
affectant l'expression de PRPF8, associées à la rétinite pigmentaire, affectent l'épissage 
constitutif et alternatif d'un bon nombre de transcrits (Tanackovic et al., 2011). UAP56 est elle-
aussi bien connue pour son activité reliée à l'épissage, mais aussi à l'export des ARNm du noyau 
au cytoplasme, au sein de l'EJC. Sa déplétion par ARNi induit un délai mitotique ainsi qu'une 
ségrégation prématurée des chromatides-sœurs, attribuables à des défauts d'export 
d'importants régulateurs du cycle cellulaire et de la mitose (Yamazaki et al., 2010). Chez l'oursin, 
l'ARN hélicase Vasa s'accumule sur le fuseau en phase de mitose et interagit avec l'appareil 
mitotique, où elle stimule probablement la traduction localisée de transcrits associés aux 
cyclines (Yajima et Wessel, 2011). Ainsi, le fait qu'elF4A3 régule l'épissage alternatif de transcrits 
impliqués dans le cycle cellulaire n'apparaît pas infondé, et inspire une notion de couplage 
fonctionnel entre cette étape de maturation de l'ARN et la progression mitotique. Cette 
coordination pourrait avoir émergé chez les eucaryotes supérieurs et procuré un avantage 
évolutif aux eucaryotes supérieurs utilisant l'épissage alternatif pour diversifier leur protéome et 
conditionner l'expression génique. 
Quelle interprétation peut-on proposer pour expliquer le stress réplicatif et l'altération de l'ADN 
induits par la déplétion d'elF4A3 ? 
Trois des événements d'épissage régulés par elF4A3 concernent des transcrits dont l'implication 
dans la phase S de réplication est connue et documentée. Étonnamment, ces transcrits HDAC3, 
CDC25B et FoxMl, sont également ceux dont l'incidence sur la progression mitotique est le 
mieux caractérisée (comme discuté plus haut). L'inactivation de l'histone déacétylase HDAC3 
affecte la progression de la phase S et cause du dommage à l'ADN, en perturbant très 
probablement les mécanismes de réparation (Bhaskara et al., 2008). Les deux variants d'épissage 
HDAC3 induits par la déplétion d'elF4A3 sont des formes courtes délétées des exons 3-4 et de 
l'exon 3. Ces isoformes sont toutes deux amputées de domaines assurant la complexation de 
l'histone déacétylase avec certains de ses partenaires protéiques. Les deux isoformes courtes 
HDAC3 AEx3-4 et AEx3 sont délétées du domaine de liaison au facteur SMRT en C-terminal, 
l'isoforme AEx3 étant de surcroît atrophiée du domaine de liaison à TFII-I en C-terminal et de la 
totalité du domaine d'oligomérisation en N-terminal (Seto, 2006). L'interaction d'HDAC3 avec ces 
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régulateurs transcriptionnels TFII-I et SMRT (Guenther et al., 2001 ; Wen et al., 2003 ; Karagianni 
et Wong, 2007) pourrait influencer l'expression de transcrits participant au processus de 
réparation de l'ADN. En particulier, l'axe de régulation HDAC3/NCOR/SMRT est critique pour le 
maintien de la structure chromatinienne et la stabilité du génome, la déplétion de chacun de ces 
facteurs générant du dommage à l'ADN (Bhaskara et al., 2010). 
L'épissage alternatif de la phosphatase CDC25B est lui aussi régulé par elF4A3, en faveur d'une 
production accrue d'isoforme courte dépourvue de l'exon 6. Bien que sa fonctionnalité in vivo ne 
soit pas clairement définie, ce variant d'épissage produit une protéine dont la stabilité et 
l'activité enzymatique sont renforcées (Baldin et al., 1997). La surexpression de CDC25B en phase 
S génère elle-même du dommage à l'ADN et suffit à l'induction du stress réplicatif et de 
l'instabilité génomique qui en découle (Bugler et al., 2010). D'autre part, plusieurs agents 
génotoxiques, incluant entre autres le cisplatine et les radiations UV, provoquent une élévation 
du niveau de CDC25B endogène (Bansal et Lazo, 2007). Aucune étude bibliographique ne relate 
l'incidence de ces agents sur l'épissage alternatif du transcrit CDC25B, mais mes travaux font 
néanmoins état d'une accumulation notable d'isoforme courte CDC25B AEx6 (connue sous le 
nom de CDC25B2) en réponse à un traitement des cellules 293 à l'oxaliplatine. Ainsi la déplétion 
d'elF4A3 induit un changement du ratio des isoformes CDC25B, orienté similairement à celui 
provoqué par l'oxaliplatine, un agent alkylant connu pour générer des cassures double-brin dans 
l'ADN (Faivre et al., 2003 ; Shkreta et al., 2011). 
Le facteur de transcription FoxMl est lui aussi impliqué dans la réponse cellulaire au dommage à 
l'ADN, par stimulation des gènes de réparation XRCC1 et BRCA2. Son inhibition par ARNi 
augmente le nombre de foci Y-H2AX, en perturbant l'expression de ces gènes (Tan et al., 2007). 
La surexpression de FoxMl est suffisante à l'induction de l'instabilité génomique dans les 
kératinocytes de l'épiderme et elle est fréquemment associée à de nombreux cancers humains 
qu'elle prédisposerait au caractère malin (Teh et al., 2010 ; Myatt et Lam, 2007 ; Raychaudhuri et 
Park, 2011). L'épissage alternatif du transcrit FoxMl produit deux isoformes majeures, 
comprenant ou non l'exon 6 encodant une portion de six acides aminés situés immédiatement 
en aval du domaine WHD (winged hélix domain) assurant la liaison à l'ADN. La fonctionnalité de 
l'isoforme courte n'est pas caractérisée, mais comme pour CDC25B, tant la déplétion d'elF4A3 
que le traitement à l'oxaliplatine déplace le ratio des isoformes FoxMl vers une expression 
accrue de l'isoforme courte. 
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Les altérations de profil d'épissage relevées sur les transcrits HDAC3, CDC25B et F0XM1 en 
contexte de knockdown d'elF4A3 pourraient, en considérant l'ensemble de ces évidences, être à 
l'origine du dommage à l'ADN détecté dans les cellules. Même s'il demeure précoce d'affirmer 
formellement que ces événements d'épissage sont directement régulés par elF4A3, la question 
de la chronologie de la cascade elF4A3 - régulation de l'épissage alternatif de transcrits-cibles -
dommage à l'ADN reste en suspens et demeure en cours d'investigation dans le laboratoire. Une 
hypothèse alternative consisterait à proposer qu'elF4A3 assurerait une fonction au cours de la 
réplication et que l'abolition de cette fonction interférerait avec les mécanismes de réparation, 
engendrant des changements d'épissage secondaires à ces défauts. Plusieurs ARN hélicases à 
DEAD-box ont déjà été impliquées dans la réponse au dommage à l'ADN : DDX1 est recrutée aux 
sites de cassures double-brin contenant de l'ARN, favoriserait la dissociation des duplex ARN : 
ARN et ADN : ARN et dégraderait cette composante ARN afin de favoriser la réparation des brins 
d'ADN, comme déjà observé pour l'ARN hélicase p68 chez la drosophile (Li et al., 2008), et la 
déplétion de DDX39 affecte elle aussi l'intégrité du génome, en induisant l'expression du 
marqueur y-H2AX dans la lignée HT1080, ainsi que la taille des télomères (Yoo et Chung, 2011). 
L'attribution de nouvelles fonctions à l'ARN hélicase elF4A3 (DDX48) n'est donc pas improbable, 
et pourrait nous surprendre, dans les années à venir. 
La notion de catastrophe mitotique semble concilier l'ensemble des altérations cellulaires et 
moléculaires induites par la déplétion d'elF4A3. Quels sont les arguments en faveur de ce 
postulat ? 
La notion de « catastrophe mitotique » a été proposée initialement pour décrire le phénotype 
létal associé à une défaillance de ségrégation des chromosomes chez certaines souches 
mutantes mes (mitotic catastrophe suppressor) de levure S. pombe (Molz et al., 1989) et a été 
rapidement transposée aux cellules de mammifères chez lesquelles « la catastrophe mitotique 
serait un type de mort cellulaire particulier activé pendant la mitose, à la suite d'une altération 
de l'ADN ou du fuseau mitotique (notamment des microtubules), couplée au dysfonctionnement 
des systèmes de contrôle (checkpoints) du cycle cellulaire » (Castedo et Kroemer, 2004). 
L'ensemble des observations phénotypiques et moléculaires relevées dans différentes lignées de 
cellules humaines au cours de mes travaux de doctorat suggère que la déplétion d'elF4A3 induit 
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la catastrophe mitotique, en régulant l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans la 
progression du cycle cellulaire et l'exécution du programme apoptotique. 
Voici la dialectique que je proposerais pour étayer cette logique : des cassures double-brin (DSB) 
dans l'ADN sont générées de façon endogène dans toute cellule, survenant de façon spontanée 
en réponse au stress oxydatif endogène ou au stress réplicatif. Ces cassures provoquent 
l'enclenchement des voies de signalisation (notamment les voies ATM/ATR) induisant leur 
réparation et activent les points de contrôle afin de stopper la progression des cellules dans le 
cycle cellulaire, jusqu'à la réparation des dommages, indispensable au bon déroulement de la 
mitose, en particulier. L'inhibition d'elF4A3 provoque des changements de profil d'épissage de 
plusieurs transcrits dont le rôle apparaît capital durant la succession des phases S-G2-M, et 
pourrait également induire des perturbations dans l'expression de protéines et d'enzymes 
importantes pour le processus de réparation, comme celles assurant la recombinaison 
homologue prenant place durant les phases S/G2 (Bekker-Jensen et Mailand, 2010, pour revue 
sur les DSBs). L'apoptose peut alors être engagée si les cellules sont incapables de faire face à 
une accumulation importante de DSBs. 
Cependant, des défauts de réparation autorisent la prolifération de cellules « endommagées » 
en contexte de défaillance des points de contrôle. Ainsi, des cellules n'ayant toujours pas réparé 
leur matériel génétique vont entrer en mitose, malgré la présence de cassures, et : soit engager 
la catastrophe mitotique et la mort des cellules par apoptose, soit contrecarrer ce processus en 
contournant le point de contrôle de l'assemblage du fuseau de division (spindie assembly 
checkpoint ou SAC). Dans ce deuxième cas de figure, les aberrations chromosomiques causées 
par l'accumulation de mutations seront transmises aux cellules-filles et induisent l'instabilité 
génomique caractérisant généralement les cellules cancéreuses (Vitale et al., 2011). 
La déplétion d'elF4A3 entraîne une expression élevée des marqueurs de mitose H3Serl0-
phospho et de dommage à l'ADN y-H2AX, dès 48h de transfection du siRNA. Une légère 
augmentation du clivage de la PARP est également observable, mais cette accumulation de PARP 
clivée est bien plus évidente à 72h. Ces observations laissent imaginer qu'une partie des cellules 
entre en catastrophe mitotique, alors qu'une autre fraction va surmonter ce processus, 
compléter une mitose aberrante et accumuler du dommage à l'ADN dans les cellules-filles 
jusqu'à leur élimination par apoptose ou catastrophe mitotique au cycle cellulaire suivant. 
L'aspect moléculaire de ces événements cellulaires s'expliquerait par la régulation de l'épissage 
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alternatif de transcrits impliqués dans la progression du cycle, et plus particulièrement la 
transition G2/M (Fig. 16). elF4A3 régule le ratio des isoformes de transcrits très importants pour 
la progression du cycle cellulaire, comme discuté plus haut, et sa déplétion affecte l'épissage 
d'une phosphatase cruciale pour l'entrée en mitose, à savoir CDC25B. Le complexe Cdkl/Cycline 
B constitue le protagoniste majeur dans l'initiation de la mitose et l'induction de la catastrophe 
mitotique (Castedo et Kroemer, 2004). Ce complexe doit maintenir son activité de la prophase à 
la métaphase, jusqu'à être dégradé en anaphase par le complexe APC. L'activité du complexe 
Cdkl/Cycline B est contrôlée par CDC25B qui assure le retrait de phosphorylations inhibitrices 
portées par la Thrl4 et la Tyrl5 de Cdkl. Ainsi, la phosphatase CDC25B est elle-même essentielle 
à la transition G2/M (Lammer et al., 1998). L'inhibition d'elF4A3 favorise l'épissage d'une forme 
courte CDC25B2 d'activité accrue, et favoriserait par conséquent l'arrêt mitotique prolongé. 
L'épissage des transcrits FoxMl, HDAC3, INCENP, NDEL1 et ZWINT participe très probablement à 
ce phénotype, les trois derniers listés intervenant dans l'attachement des chromosomes sur le 
fuseau de division étant clairement impliqués dans le SAC (spindle assembly checkpoint) 
(Musacchio et Salmon, 2007, pour revue). 
De récentes publications ont explicité le rôle exercé par le complexe Cdkl/Cycline B sur la 
protéine Mcl-1, durant un arrêt mitotique prolongé. L'activité du complexe favorise la 
dégradation de la protéine Mcl-1 sous sa forme longue, anti-apoptotique, en la phosphorylant 
sur son résidu Thr92, l'assujettissant ainsi à la dégradation protéolytique par le complexe 
APC/CCdc20 (Harley et al., 2010). Cette série d'épisodes entraine l'activation des caspases et 
l'apoptose, lorsque le niveau d'Mcl-1 atteint un minimum critique (synthétisé élégamment par 
Millman et Pagano, 2011). La voie apoptotique mitochondriale joue un rôle prépondérant dans 
l'exécution de la catastrophe mitotique. Il a en effet été démontré que l'inhibition conjointe de la 
Polo-kinase 1 et de Bcl-2 favorise la régression tumorale, par amplification de la catastrophe 
mitotique (Elez et al., 2003). L'inhibition de la protéine Bim, pro-apoptotique quant à elle, 
antagonise l'apoptose engagée par un poison du fuseau mitotique, dans une lignée de cellules 
tumorales de poumon (Mendez et al., 2011). 
elF4A3 régule l'épissage alternatif des transcrits Mcl-1, dans la lignée 293 (données non 
présentées), et Bim, dans la lignée HeLa, et sa déplétion favorise la production de l'isoforme 
courte pro-apoptotique Mcl-lS et d'isoforme la plus courte et la plus cytotoxique Bim-ES, 
comme observé sur Bcl-x, dans plusieurs lignées cellulaires (293, HeLa, PC-3). De ce fait, cette 
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protéine initialement décrite comme constituant central de l'EJC, assure également une fonction 
régulatrice primordiale sur l'expression de transcrits impliqués dans la progression du cycle 
cellulaire et par conséquent la survie et la prolifération. Bien qu'une investigation plus profonde 
soit requise pour favoriser cette hypothèse plutôt qu'une autre, l'idée qu'elF4A3 assure une 
régulation directe de l'épissage de plusieurs transcrits-clés (comme c'est le cas pour Bcl-x) 
participant au déroulement adéquat de ces processus apparaît très attrayante. 
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Fia. 16: Perturbation de l'épissage alternatif de transcrits impliqués dans la progression du cycle 
cellulaire et engagement de la catastrophe mitotique en réponse à la déplétion d'elF4A3. EA : épissage 
alternatif ; PC : point de contrôle ; SAC : spindle assembly checkpoint ; APC : anaphase promoting complex 
La poursuite de ces travaux passerait notamment par l'étude de la fonctionnalité des isoformes 
courtes épissées à partir des transcrits CDC25B, FOXM1, HDAC3 entre autres, dont l'expression 
est augmentée en contexte de déplétion d'elF4A3. En d'autres termes, il s'agirait de déterminer 
si la surexpression spécifique de ces isoformes promeut la catastrophe mitotique. Nos 
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expériences préliminaires d'inhibition spécifique des isoformes longues HDAC3-L, FOXMl-L, NF2-
L et ZWINT-L par ARNi révèlent que la déplétion partielle de FOXMl-L et NF2-L affecte 
drastiquement la prolifération cellulaire. Néanmoins, ni l'analyse du fuseau mitotique conduite 
en immunofluorescence, ni l'expression des marqueurs H3Serl0-phospho, Y-H2AX et PARP 
appréciée en western-blot n'aura permis de détecter d'autres défauts dans les cellules 
transfectées avec ces siRNAs exon-spécifiques. Ces résultats pourraient indiquer que des 
perturbations de ratio des isoformes de plusieurs de ces événements d'épissage sont nécessaires 
pour mener aux défauts observés. 
Afin de préciser la chronologie de l'occurrence du dommage à l'ADN et de la catastrophe 
mitotique, il s'agirait également d'évaluer l'impact du blocage des caspases sur l'expression du 
marqueur de DSBs y-H2AX. Ce dommage est-il à l'origine de la catastrophe mitotique et/ou 
s'accumule-t-il dans une fraction de la population cellulaire ayant complété une mitose 
aberrante jusqu'à la prochaine division ? 
Enfin, la compréhension du lien mécanistique existant entre les protéines elF4A3 et SON 
constitue également une piste d'intérêt pour la suite de ces travaux, tous deux régulant le ratio 
des isoformes de la phosphatase CDC25B dont l'expression est déterminante pour la transition 
G2/M. Dans cette optique, il serait intéressant de déterminer si ces deux facteurs interagissent 
physiquement sur le pré-ARNm CDC25B, pour l'exercice de cette régulation. L'aspect de 
relocalisation d'elF4A3 par la déplétion de SON, proposé par extrapolation aux travaux de 
Sharma et collaborateurs (2010), constitue une autre voie intéressante à explorer. 
Il est intéressant de souligner que les cellules tumorales sont intrinsèquement plus prédisposées 
à la catastrophe mitotique que leurs homologues « normales » (Janssen et al., 2009). 
Ultimement, cette observation ouvrirait par conséquent une fenêtre d'action thérapeutique 
orientée vers la réduction du niveau d'expression de l'ARN hélicase elF4A3 dans les cellules 
cancéreuses. L'inhibition d'elF4A3 combinée à l'utilisation d'un agent chimiothérapeutique 
induisant du dommage à l'ADN permettrait de « pousser » les cellules vers la catastrophe 
mitotique et favoriser leur élimination de l'organisme. Les études actuelles tendent en effet à 
montrer que cette approche serait plus efficace que de chercher à stopper leur prolifération (Mir 
et al., 2010 ; De Witt Hamer et al., 2011). 
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CONCLUSIONS 
Les travaux menés durant ces années de thèse ont permis de mettre en évidence un nouvel 
aspect de la régulation de l'épissage alternatif du transcrit Bcl-x, en impliquant plusieurs 
constituants du complexe exon-jonction dans ce processus. La déplétion des protéines du noyau 
de l'EJC (elF4A3, Y14 et Magoh) et de celles formant le sous-complexe ASAP (RNPS1, SAP18 et 
Acinus) favorise l'expression du variant pro-apoptotique Bcl-xS/ indépendamment du NMD et de 
la fonction d'export plus communément associés à ce complexe protéique déposé aux jonctions 
exoniques. En particulier, cette étude constitue la première démonstration d'un contrôle direct 
de l'épissage alternatif par des facteurs du noyau de l'EJC, se distinguant des travaux récemment 
publiés rapportant les effets (possiblement indirects) sur l'épissage constitutif du transcrit MAPK, 
les protéines de l'EJC étant majoritairement retrouvées associées à l'ARN pré-messager Bcl-x. Par 
ailleurs, les protéines appartenant au noyau central d'une part, et RNPS1 appartenant à l'ASAP 
d'autre part, exercent leur effet régulateur à travers des éléments cis distincts sur le transcrit Bcl-
x, localisés respectivement en aval et en amont du site xs, soulignant l'originalité de ce mode 
d'action. 
La déplétion des protéines de l'EJC elF43, Y14, RNPS1, SAP18 et Acinus perturbe de plus le profil 
d'épissage d'autres transcrits impliqués dans l'exécution de la mort cellulaire programmée, en 
favorisant là encore l'expression des variants pro-apoptotiques, corrélée à l'enclenchement de 
l'apoptose. L'inhibition d'elF4A3 se répercute également sur la progression du cycle cellulaire, 
induisant un blocage des cellules en phases S et G2/M, accompagné d'une accumulation 
marquée du dommage à l'ADN. Ces défauts phénotypiques pourraient être imputables aux 
altérations de profils d'épissage de transcrits-clés impliqués dans les processus de réparation de 
l'ADN et le passage en mitose, tels que ceux encodant la tyrosine phosphatase CDC25B, l'histone 
déacétylase HDAC3 et le facteur de transcription FOXM1. L'ensemble de ces anomalies suggère 
une mort cellulaire par catastrophe mitotique. 
Au final, ces observations soulignent la fonction de point de contrôle qui pourrait être allouée à 
la régulation de l'épissage alternatif par l'EJC. Ce complexe assure en effet l'intégrité du 
mécanisme subséquent de NMD, essentiel chez les mammifères, et des perturbations de son 
fonctionnement induisent des conséquences nettement délétères pour l'organisme. L'EJC 
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pourrait donc avoir évolué vers une diversification évolutive de ses fonctions, en faveur d'une 
régulation de l'épissage alternatif de transcrits assurant la survie et la prolifération cellulaire. 
Ainsi, une réduction critique du pool intracellulaire de ces facteurs aboutit ultimement à un arrêt 
de croissance et la mort cellulaire. 
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